























































En primer lugar a mis maravillosas directoras de Tesis, la Dra. María Isabel Morosini y 
la Dra. Rosa del Campo. He tenido la gran suerte de crecer como microbiólogo y como 
investigador junto a vosotras. Gracias por vuestra dedicación y ayuda, sin vuestro apoyo 
incondicional esta tesis no hubiera sido posible. Os agradezco muy especialmente todo 
el cariño y amistad. Gracias por confiar en mí.   
 
Al Dr. Rafael Cantón. Por las oportunidades que me has brindado y por ser un ejemplo 
de trabajo y constancia. Gracias por la orientación y el soporte que me han hecho 
desarrollarme personal y profesionalmente.  
 
A todas las personas que con su ejemplo y dedicación me han enseñado a querer y 
ejercer la Microbiología. Muy especialmente a todos los residentes con los que he 
compartido tantos momentos; y a cada uno de los adjuntos, técnicos y compañeros de 
investigación con los que he coincidido durante estos años en el Servicio de 
Microbiología del Ramón y Cajal. Os llevo a todos conmigo.  
 
A Zaira. Por ser modelo de esfuerzo para lograr lo que te propones y por ser una gran 
compañera de viaje cada día. 
 











LISTADO DE ABREVIATURAS ................................................................................. 1 
ÍNDICE DE FIGURAS .................................................................................................. 3 
ÍNDICE DE TABLAS .................................................................................................... 5 
RESUMEN ...................................................................................................................... 7 
SUMMARY ..................................................................................................................... 9 
INTRODUCCIÓN ........................................................................................................ 11 
1-Clostridioides difficile ............................................................................................ 13 
1.1-HISTORIA Y DESCUBRIMIENTO ............................................................ 13 
1.2-PATOGÉNESIS Y FACTORES DE VIRULENCIA ................................. 14 
1.2.1-Locus de patogenicidad ........................................................................... 15 
1.2.2-Toxinas A y B ........................................................................................... 16 
1.2.3-Toxina binaria ......................................................................................... 18 
1.2.4-Esporas ..................................................................................................... 19 
1.3-COLONIZACIÓN Y PORTADORES ASINTOMÁTICOS ..................... 20 
1.4-TRANSMISIÓN DE C. difficile .................................................................... 23 
1.4.1- Factores que intervienen en la transmisión ......................................... 23 
1.4.1.1-Factores dependientes del ribotipo ................................................. 23 
1.4.1.2-Exposición a las esporas ................................................................... 24 
1.4.1.3-Factores dependientes del huésped ................................................. 24 
1.4.2-Reservorios de C. difficile ....................................................................... 25 
1.4.2.1-El hospital como reservorio ............................................................. 25 
1.4.2.2-La comunidad y el medio ambiente como reservorio ................... 27 
1.5- MÉTODOS DE TIPIFICACIÓN DE C. difficile........................................ 29 
2-INFECCIÓN POR Clostridioides difficile (ICD) ................................................ 35 
2.1-MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA ICD ........................................ 35 
2.1.1-Manifestaciones clínicas y clasificación de la ICD ............................... 35 
2.1.2-Factores de riesgo de la ICD................................................................... 36 
2.1.3-Recurrencias de la ICD ........................................................................... 37 
2.2-DIAGNÓSTICO DE LA ICD ....................................................................... 38 
2.2.1-Diagnóstico clínico ................................................................................... 39 
2.2.2-Diagnóstico microbiológico..................................................................... 39 
2.3-TRATAMIENTO DE LA ICD ...................................................................... 43 
2.3.1-Recomendaciones: Guías Europea y Americana.................................. 43 
2.3.2-Trasferencia de microbiota fecal (TMF) ............................................... 45 
 
 
2.3.3-Nuevos tratamientos ................................................................................ 47 
2.4-EPIDEMIOLOGÍA E INCIDENCIA DE ICD ............................................ 48 
2.4.1-Epidemiología e incidencia en Europa .................................................. 49 
2.4.2-Epidemiología e incidencia en América ................................................ 49 
2.4.3-Epidemiología e incidencia en Asia, Australia y África ....................... 51 
2.4.4-Epidemiología e incidencia en España .................................................. 52 
2.5-PREVENCIÓN Y CONTROL DE LA ICD ................................................ 53 
HIPÓTESIS Y OBJETIVOS ....................................................................................... 55 
MATERIAL Y MÉTODOS ......................................................................................... 59 
1 - Diseño y población de estudio ............................................................................ 61 
2 - Definición de caso, nuevo caso y recurrencia ................................................... 61 
3 - Diagnóstico de ICD ............................................................................................. 61 
4 – Origen del caso de ICD ...................................................................................... 62 
4 – Incidencia, estancia hospitalaria y tiempo hasta el diagnóstico ..................... 63 
6 – Análisis molecular de los aislados clínicos de C. difficile ................................ 64 
7 – Secuenciación de genoma completo (SGC) ...................................................... 67 
8 – Estudio molecular de un brote de ICD causado por el ribotipo 018 .............. 69 
9 – Transferencia de microbiota fecal (TMF) ........................................................ 69 
RESULTADOS ............................................................................................................. 71 
CAPÍTULO 1: Epidemiología de la ICD (2013-2018) ........................................... 75 
CAPÍTULO 2: Utilidad de la secuenciación de genoma completo para el estudio 
de la diversidad genética y de las rutas de transmisión de C. difficile ................. 89 
CAPÍTULO 3: Transferencia de microbiota fecal para el tratamiento de la ICD 
recurrente ................................................................................................................ 113 
DISCUSIÓN ................................................................................................................ 117 
CONCLUSIONES ...................................................................................................... 135 
BIBLIOGRAFÍA ........................................................................................................ 139 








LISTADO DE ABREVIATURAS  
 
ADN: Ácido desoxirribonucleico 
ADNr: ADN ribosomal  
ARN: Ácido ribonucleico 
BHI: Medio líquido cerebro-corazón  
CA: Adquisición en la comunidad 
CDT: Toxina binaria 
CMI: Concentración mínima inhibitoria 
CPM: Colitis pseudomembranosa 
CO-HCFA: Adquisición hospitalaria de inicio en la comunidad 
CT: Cultivo toxigénico 
DE: Desviación estándar 
ECT: Ensayo de citotoxicidad 
EIA: Enzimoinmunoanálisis 
ESCMID: European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases 
ESGCD: ESMID Study Group for Clostridioides difficile 
EUCAST: European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing 
FDA: Food and Drug Administration  
GDH: Glutamato deshidrogenasa 
HA: Adquisición hospitalaria (HO y CO-HCFA) 
HO: Adquisición hospitalaria de inicio hospitalario 
IBP: Inhibidores de la bomba de protones 
ICD: Infección por Clostridioides difficile 
ICDr: Infección por Clostridioides difficile recurrente 
IDSA: Infectious Diseases Society of America 
IQR: Rango intercuartílico 
MLST: Tipificación de secuencias de múltiples loci 
MLVA: Variabilidad del número de repeticiones en tándem en múltiples loci 
PCR-CE: Ribotipificación por PCR y posterior electroforesis capilar  
PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 




REA: Análisis por endonucleasas de restricción 
SGC: Secuenciación de genoma completo 
SNP: Polimorfismos de nucleótido único 
ST: Secuencia tipo (MLST) 
STRD: Summed tandem repeat difference 
TAAN: Técnica de amplificación de ácidos nucleicos 
TBE: Tampón tris borato-EDTA 
TMF: Transferencia de microbiota fecal 
UCI: Unidades de Cuidados Intensivos 




ÍNDICE DE FIGURAS 
 
- Figura 1. Disbiosis. 
- Figura 2. Locus de patogenicidad. 
- Figura 3. Toxinas TcdA y TcdB. 
- Figura 4. Modelo de adquisición de C. difficile. 
- Figura 5. Tasas de colonización en diferentes grupos. 
- Figura 6. Persistencia de cultivos positivos tras tratamiento. 
- Figura 7. Transmisión humanos-animales de C. difficile. 
- Figura 8. Factores de riesgo asociados significativamente con el mayor riesgo 
de ICD. 
- Figura 9. Algoritmo diagnóstico de 2-3 pasos. 
- Figura 10. Ensayos clínicos registrados mediante TMF para distintas patologías. 
- Figura 11. Eventos de transmisión inferidos del ribotipo epidémico 027. 
- Figura 12. Línea de tiempo que representa la clasificación del origen de la ICD. 
- Figura 13. Casos anuales de ICD según método diagnóstico. 
- Figura 14. Distribución de los casos totales de ICD por grupos de edad. 
- Figura 15. Distribución de los casos según lugar de adquisición. 
- Figura 16. Distribución por servicios médicos de los casos de adquisición 
hospitalaria. 
- Figura 17. Distribución global de los ribotipos. 
- Figura 18. Distribución de los principales ribotipos por año de estudio. 
- Figura 19. Distribución de los ribotipos mayoritarios en el ambiente 
hospitalario y comunitario. 
- Figura 20. Distribución porcentual de los ribotipos mayoritarios clasificados por 
grupos de edad. 
- Figura 21. Diagrama de estudio empleado en el análisis de las rutas y 
frecuencias de transmisión de C. difficile. 
- Figura 22. Árbol de máxima verosimilitud en el que se muestran todas las cepas 
secuenciadas. 
- Figura 23. Árbol filogenético de los aislados pertenecientes al ribotipo 001. 
- Figura 24. Árbol filogenético de los aislados pertenecientes al ribotipo 027. 
- Figura 25. Árbol filogenético de los aislados pertenecientes al ribotipo 078. 





- Figura 27. Árbol filogenético de los aislados pertenecientes al ribotipo 014/020. 
- Figura 28. Árbol filogenético de los aislados pertenecientes al ribotipo 446. 
- Figura 29. Intervalo de tiempo transcurrido entre los aislados implicados en los 
probables eventos de transmisión. 
- Figura 30. Intervalo de tiempo transcurrido entre los aislados implicados en los 
probables eventos de transmisión estratificado según coincidencia en servicio 
médico y/o tiempo. 
- Figura 31. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 001. 
- Figura 32. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 027. 
- Figura 33. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 078. 
- Figura 34. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 106. 
- Figura 35. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 014/020. 
- Figura 36. Probables eventos de transmisión entre los aislados pertenecientes al 
ribotipo 446. 
- Figura 37. Líneas de tiempo que muestran a pacientes con 2 o más cepas de 
C. difficile secuenciadas. 
- Figura 38. Casos de ICD en el Servicio de Gastroenterología durante 2013. 
- Figura 39. Estancia hospitalaria de los casos confirmados de ribotipo 018. 
- Figura 40. Relación genómica entre los casos de ribotipo 018. 
- Figura 41. Cronología del caso de erradicación Klebsiella oxytoca productora 





ÍNDICE DE TABLAS 
 
- Tabla 1. Características de los principales métodos de tipificación de 
C. difficile. 
- Tabla 2. Signos y síntomas clínicos compatibles con la ICD. 
- Tabla 3. Listado de cebadores y condiciones empleadas en el análisis molecular 
de los aislados de C. difficile. 
- Tabla 4. Datos del diagnóstico de laboratorio de ICD. 
- Tabla 5. Incidencia de ICD en el Hospital Ramón y Cajal. 
- Tabla 6. Distribución de los aislados caracterizados molecularmente por año de 
estudio respecto al total de casos anuales. 
- Tabla 7. Diversidad de ribotipos. 
- Tabla 8. Recidivas de ICD. 
- Tabla 9. Reinfecciones de ICD.  
- Tabla 10. Proporción de aislados relacionados con un caso previo (≤2 SNPs, 
≤90 días) entre los ribotipos mayoritarios. 
- Tabla 11. Casos comunitarios relacionados con un caso previo (≤2 SNPs, 
≤90 días). 
- Tabla 12. Probables clústeres de transmisión detectados mediante SGC. 
- Tabla 13. Pacientes con cepas de C. difficile genéticamente relacionadas  










Clostridioides difficile es un bacilo grampositivo, anaerobio productor de esporas y uno 
de los patógenos nosocomiales más importantes. La infección causada por C. difficile 
(ICD) es la principal causa de diarrea asociada al consumo de antibióticos en todo el 
mundo, y su epidemiología ha cambiado tras la irrupción de los ribotipos 
hipervirulentos e hiperepidémicos 027 y 078 a principios de los años 2000. Estas cepas 
causan infecciones más graves, con mayor mortalidad, presentan mayor capacidad de 
transmisión y se han diseminado por todo el mundo. El conocimiento de la 
epidemiología de este microorganismo en nuestro entorno es limitado y es por ello que 
se planteó la realización de esta Tesis Doctoral, con el objetivo principal de estudiar la 
epidemiología de la ICD en el Hospital Universitario Ramón y Cajal de Madrid, 
mediante la puesta a punto de las técnicas de ribotipificación por PCR y la posterior 
electroforesis capilar así como la secuenciación de genomas completos (SGC).  
En el primer capítulo se describe la incidencia y las características clínicas de 
los pacientes diagnosticados de ICD entre los años 2013 y 2018, identificándose una 
tendencia creciente de casos diagnosticados y de peticiones para el diagnóstico 
microbiológico durante el período de estudio. El mayor conocimiento de la enfermedad 
por parte de los médicos peticionarios, junto con el empleo de técnicas más sensibles en 
el Servicio de Microbiología, explica en parte el aumento de los diagnósticos. Además, 
se corroboró que la ICD ha dejado de ser una patología casi exclusivamente asociada al 
entorno hospitalario para tener una presencia creciente en la comunidad (del 21,4% al 
30,6%). En este capítulo se analizan también los resultados epidemiológicos obtenidos 
tras implementar la técnica de caracterización molecular de referencia, la 
ribotipificación con electroforesis capilar, identificándose gran diversidad de cepas 
circulantes (124 ribotipos diferentes), aunque únicamente 5 ribotipos (078, 106, 
014/020, 001 y 027) fueron los responsables del 64,7% de los episodios de ICD. 
En el segundo capítulo se analiza mediante SGC las rutas y frecuencias de 
transmisión de los principales ribotipos. Se detectó una mayor frecuencia de transmisión 
en los ribotipos asociados al ambiente hospitalario [027 (60,0%), 106 (23,8%) y 001 
(33,3%)], respecto a los ribotipos más asociados a la comunidad y al mundo animal 
[078 (11,9%) y 014/020 (2,8%)]. Entre los eventos de transmisión identificados, tan 
solo el 17% se produjeron entre pacientes que habían coincidido al mismo tiempo en el 




coincidieron en tiempo y el 39% entre pacientes que habían coincidido temporalmente, 
pero en distintas áreas. Nuestros resultados identificaron 17 clústeres de transmisión en 
tres años afectando a 85 pacientes en total, lo que nos lleva a hipotetizar que la 
transmisión ocurrió sin contacto directo entre pacientes sintomáticos. El ribotipo 
hipervirulento 027 se detectó por primera vez en nuestro hospital en septiembre de 
2014, y hasta 2018 afectó a 32 pacientes, causando una situación de endemicidad 
debido a su alta transmisión. La SGC permitió trazar un brote de ICD que afectó al 
menos a 12 pacientes causado por el ribotipo 018 en el año 2013, un linaje que no se 
encuentra entre los prevalentes en nuestro entorno. Nuestros resultados confirmaron que 
la SGC es una herramienta fundamental en los estudios de Epidemiología Molecular 
para el control y emergencia de clones. Además, esta técnica ha permitido cambiar 
importantes paradigmas sobre esta enfermedad, como es el modo de transmisión en el 
que intervienen múltiples factores. Finalmente, hay que destacar que los esfuerzos para 
el control de la ICD y de su transmisión no se deberían circunscribir al control de los 
pacientes sintomáticos, ya que los asintomáticos podrían ser también parte de la cadena 
de transmisión. 
En el tercer capítulo se describe la puesta a punto de la técnica de 
Transferencia de Microbiota Fecal (TMF) para el tratamiento de la ICD recurrente o 
refractaria. Los Servicios de Microbiología, Gastroenterología y Enfermedades 
Infecciosas del Hospital Ramón y Cajal, constituyeron el primer programa de TMF en 
España en 2015. Durante el periodo de estudio se realizaron 29 intervenciones, con 
tasas de curación próximas al 90%. Se describe la erradicación de la colonización por 
Klebsiella oxytoca productora de carbapenemasa tras la realización de una TMF para el 
tratamiento de ICD recurrente causada por el ribotipo 027, reforzando la posible utilidad 
de este procedimiento para la descolonización de pacientes con microorganismos 
multirresistentes. También se ha comprobado el estado de colonización por C. difficile 
tras el TMF, ya que, a pesar de ser una terapia clínicamente efectiva, se deben realizar 







Clostridioides difficile is a grampositive, anaerobic, spore-forming bacillus and one of 
the most important nosocomial pathogens. C. difficile infection (CDI) is the leading 
cause of diarrhoea associated with antibiotic use worldwide. The epidemiology of the 
ICD has changed after the emergence of the hypervirulent and hyperepidemic ribotypes 
027 and 078 in the early 2000s. These strains cause more severe infections, with higher 
mortality, higher transmissibility and worldwide dissemination. Data concerning the 
epidemiology of this microorganism in our environment are limited, and this is, mainly, 
the main reason of this Doctoral Thesis. Our principal objective was the study of the 
epidemiology of ICD at the Hospital Universitario Ramón y Cajal in Madrid, through 
the development of PCR ribotyping techniques and the subsequent capillary 
electrophoresis as well as the sequencing of complete genomes (SGC).  
The first chapter describes the incidence and clinical characteristics of patients 
diagnosed with ICD, identifying an increasing trend of diagnosed cases and of requests 
for microbiological diagnosis during the study period. In addition, it was confirmed that 
the ICD must not be considered a process almost exclusively associated with the 
hospital environment but with a growing presence in the community (from 21.4% to 
30.6%). In this chapter is also analysed the epidemiological results obtained after 
implementing the reference technique for ribotyping with capillary electrophoresis, 
identifying a great diversity of circulating strains (124 different ribotypes), although 
only 5 ribotypes (078, 106, 014/020, 001 and 027) were responsible for 64.7% of the 
ICD episodes. 
The second chapter traces by SGC the routes and frequencies of transmission of 
the predominant ribotypes. A higher frequency of transmission was detected in 
ribotypes associated with the hospital environment [027 (60.0%), 106 (23.8%) and 001 
(33.3%)], with respect to those ribotypes more associated with the community and the 
animal world [078 (11.9%) and 014/020 (2.8%)]. Among the transmission events 
identified, only 17% occurred among patients who had coincided in the same Medical 
Service and at the same time, with 44% of transmissions occurring among patients who 
did not coincide in time, and 39% in patients who had coincided temporarily but in 
different environments. Our results identified 17 independent transmission clusters 
during three years, affecting 85 patients in total, which leads us to hypothesize that 




Hypervirulent ribotype 027 was detected for the first time in our hospital in September 
2014, and until 2018, it affected 32 patients, causing a situation of endemicity due to its 
high transmission through the hospital. The SGC allowed tracing an outbreak of ICD 
that affected at least 12 patients caused by ribotype 018 in 2013, a lineage that is not 
among the prevalent in our environment. Our results confirm that SGC is a fundamental 
tool in molecular epidemiology studies for the control and emergence of clones. In 
addition, this technique has allowed change important paradigms of this disease, such as 
the mode of transmission in which multiple factors intervene. Finally, it should be noted 
that efforts to control the ICD and its transmission should not be limited to the control 
of symptomatic patients, since asymptomatic patients are also part of the transmission 
chain. 
The third chapter describes the development of the Faecal Microbiota Transfer 
(FMT) technique for the treatment of recurrent or refractory ICD.  The departments of 
Microbiology, Gastroenterology and Infectious Diseases of the Ramón y Cajal Hospital, 
constituted the first TMF program in Spain in 2015. During the study period, 29 patients 
underwent interventions, with cure rates close to 90%. The eradication of the 
colonization with a Klebsiella oxytoca producing a carbapenemase after a TMF for the 
treatment of recurrent ICD caused by ribotype 027 is also described, reinforcing the 
supposed usefulness of this procedure for the decolonization of patients with multidrug-
resistant microorganisms. The continuous state of colonization by C. difficile after TMF 
has been confirmed, meaning that, although being an effective clinical therapy, long-

















































1.1-HISTORIA Y DESCUBRIMIENTO 
Clostridioides difficile es un bacilo grampositivo, anaerobio estricto, móvil y productor 
de esporas ovales subterminales (rara vez terminales). Los síntomas de la infección por 
C. difficile (ICD) abarcan desde una diarrea leve, hasta la colitis pseudomembranosa 
(CPM), que es potencialmente mortal. C. difficile se describió por primera vez en 
muestras de heces de niños sanos recién nacidos, por Hall y O’Toole en 1935 (1), 
aunque en un primer momento se nombró como Bacillus difficilis, para reflejar la 
dificultad de su crecimiento en el laboratorio. Posteriormente se renombró como 
Clostridium difficile (2), y actualmente se ha reclasificado taxonómicamente como 
Clostridioides difficile (3).  
La implicación de C. difficile en procesos diarreicos no se demostró hasta la 
década de 1970, cuando se describió como agente causal de la diarrea asociada al 
consumo de antibióticos y de la colitis pseudomembranosa (4–6), descrita en 1893 en 
una paciente sometida a resección quirúrgica por carcinoma gástrico y que 
posteriormente falleció. La autopsia reveló “membranas diftéricas” en su colon, y es por 
eso por lo que inicialmente se denominó CPM (7). No fue hasta la década de 1950, 
cuando la CPM comenzó a ser una complicación frecuente tras tratamientos antibióticos 
(8), pero en aquel momento se asoció a Staphylococcus aureus por su frecuente 
aislamiento en las heces de estos enfermos (9). En una serie prospectiva de 200 
pacientes tratados con clindamicina, el 20% desarrolló diarrea y en el 10% se evidenció 
CPM mediante endoscopia (4). Este hecho supuso un hallazgo importante, pues la CPM 
ya era reconocida como una complicación potencialmente mortal, siendo clindamicina 
el tratamiento de elección para las infecciones anaerobias (8). La primera evidencia de 
la producción de toxinas por C. difficile se tuvo en 1974, cuando se describió una toxina 
citopática en las heces de cerdos de Guinea tratados con penicilina (10). En aquel 
momento se atribuyó ese efecto a un virus latente, pero finalmente C. difficile fue 
reconocido como el agente causal (8). También en 1974, se demostró que la mayoría de 
las cepas de C. difficile producían toxinas pero con distintos niveles (11) y que podía 
encontrase de forma habitual en el medio ambiente y en las heces de numerosos 
animales.  
Al final del siglo XX, la incidencia de ICD aumentó progresivamente en los 





descripción de cepas hipervirulentas e hiperepidémicas que causan infecciones más 
graves con mayor mortalidad y que presentan mayor capacidad de transmisión (13, 14). 
El clon C. difficile BI/NAP1/027, descrito por primera vez en 2002 en Norte América y 
actualmente diseminado por todo el mundo (13, 15), agrupa a la mayoría de estas cepas 
hipervirulentas/hiperepidémicas. 
En los últimos años, el interés científico de este microorganismo ha aumentado 
considerablemente, no solo por el aumento de su incidencia, sino también por la 
introducción de nuevas terapias como la aplicación de la Transferencia de Microbiota 
Fecal (TMF) (16), y el empleo de Secuenciación de Genoma Completo (SGC) para 
estudiar su transmisión y sus aspectos evolutivos (17, 18).  
 
1.2-PATOGÉNESIS Y FACTORES DE VIRULENCIA 
La adquisición de C. difficile tiene lugar por vía fecal-oral a través de la ingestión de 
esporas que son capaces de sobrevivir al tránsito gastrointestinal y que se convierten en 
formas vegetativas cuando llegan al colón tras la exposición a las sales biliares que 
favorecen su germinación. A partir de este momento, puede ocurrir desde una 
colonización asintomática y transitoria, hasta un proceso de infección que curse con 
diarrea fulminante. El factor más importante que determina la colonización versus la 
infección es la microbiota del colon, particularmente cuando existen alteraciones 
importantes en su composición, fundamentalmente con pérdida de su diversidad 
(disbiosis). Estas alteraciones ocurren de forma habitual tras la toma de antibióticos, 
generalmente por procesos no relacionados con C. difficile, pero que favorecen primero 
la colonización y después la infección con la producción de toxinas (Figura 1).  
El periodo de tiempo que transcurre desde la ingestión de las esporas, hasta el 
inicio de los síntomas puede ser variable, pero es característicamente muy corto. Se ha 
descrito que el 82% de los episodios de infección ocurren en un tiempo inferior a 4 
semanas desde el contagio, aunque este periodo está influenciado por varios factores, 
tanto del hospedero como del microorganismo (14, 19, 20). Se ha determinado que la 
virulencia de C. difficile reside en las toxinas A y B, la toxina binaria (en el caso de 








Figura 1. Disbiosis. a) En ausencia de antibiótico, la microbiota habitual del colon evita 
la ICD. b) En presencia de antibiótico, la densidad poblacional de la microbiota se 
reduce, algunas especies incluso desaparecen y C. difficile coloniza mejor. c) Cuando 
finaliza el tratamiento, los niveles de antibiótico en el colon descienden rápidamente, 
pero su impacto en la microbiota tarda en recuperarse, existiendo aún riesgo de ICD. d) 
Cuando se recupera la diversidad habitual del ecosistema colónico, desaparece el riesgo 
de ICD. Adaptada de Rupnik M et al. (21). 
 
1.2.1-Locus de patogenicidad 
El locus de patogenicidad, también denominado PaLoc, es la región del genoma donde 
se encuentran los genes tcdA y tcdB que codifican las toxinas A y B, respectivamente, y 
que constituyen el principal factor de virulencia de C. difficile. Además de estos genes, 
PaLoc también está formado por los genes tcdR, tcdE y tcdC (Figura 2). Las cepas que 
no portan PaLoc en su genoma no se asocian con ICD (22), aunque también se ha 
descrito la transferencia horizontal de PaLoc entre aislados, pudiéndose convertir así 
una cepa inicialmente no toxigénica en toxigénica (23). 
TcdA y TcdB son toxinas bacterianas intracelulares que glucosilan enzimas 
GTPasas. Forman parte de la familia de las grandes toxinas clostridiales, y ambas 
toxinas actúan conjuntamente para desencadenar los síntomas de la ICD. TcdA actúa 
como una enterotoxina, mientras que TcdB es una potente citotoxina (24, 25). Se ha 






TcdR es una ARN polimerasa factor sigma que se encarga de activar la expresión 
génica de las toxinas (26, 27). TcdE es una proteína holina implicada en la liberación de 
las toxinas TcdA y TcdB al exterior celular (28), aunque también se ha descrito lo 
contrario, demostrando que la inactivación funcional del gen tcdE no afecta a la 
liberación de las toxinas (29). Por tanto, el papel de TcdE, no es aún claro.  
Por otro lado, TcdC es un factor anti-sigma que aparentemente regula 
negativamente la síntesis de TcdA y TcdB (30), lo que se ha comprobado con la 
presencia de una relación inversa entre la transcripción de tcdC y del resto de los genes 
del PaLoc (31). Se han descrito variaciones en la secuencia del gen tcdC en las cepas 





Figura 2. a) Representación esquemática del PaLoc en cepas toxigénicas de C. difficile. 
b) En cepas no toxigénicas, el PaLoc está sustituido por una secuencia de 115 pares de 
bases. Modificado de Govind R et al. (28). 
 
1.2.2-Toxinas A y B 
TcdA y TcdB presentan cuatro dominios funcionales (Figura 3): i) dominio enzimático 
amino-terminal, con actividad glucosiltransferasa, se une a una molécula de UDP-
glucosa, la hidroliza y transfiere la glucosa al sustrato, ii) dominio cisteína-proteasa que 
participa en el procesamiento autoproteolítico de las toxinas, iii) dominio hidrofóbico, 
involucrado en la translocación del dominio enzimático al interior de la célula diana, iv) 
dominio carboxi-terminal, compuesto por repeticiones de oligopéptidos que participa en 
la unión al receptor que media la endocitosis (19, 33, 34). 
La diana de acción de las toxinas A y B son las GTPasas de las familias Rho, Ras 





adhesión celular. TcdA y TcdB glucosilan las GTPasas causando su inactividad y 
conduciendo a una alteración del citoesqueleto de actina (35). Las toxinas producen un 
efecto citopático con desestructuración de la célula, rotura de las uniones estrechas y 
deterioro de la función de la barrera intestinal. Finalmente, las toxinas provocan la 
muerte del enterocito por apoptosis o necrosis. La pérdida o elevado deterioro de la 
barrera intestinal conduce al acúmulo de fluidos y al daño intestinal, con liberación de 
citoquinas proinflamatorias, IL-1b, IL-8 y factor de necrosis tumoral (TNF-); todo ello 
atrae a los neutrófilos que acaban ocasionando aún mayor destrucción del epitelio 









Figura 3. Toxinas TcdA y TcdB. a). Dominio N-terminal en rojo; dominio cisteína-
proteasa en azul; dominio hidrofóbico en amarillo; y dominio C-terminal en verde. b). 
Proceso de invasión celular mediada por las toxinas A y B, desde la endocitosis por 
medio de un endosoma, hasta la glucosilación e inactivación de distintas familias de 
GTPasas. Modificado de Awad MM et al. (38). 
 
1.2.3-Toxina binaria 
Algunos ribotipos, entre los que se encuentran los hipervirulentos y epidémicos 027 y 
078, producen una tercera toxina denominada toxina binaria (CDT) (39, 40) que está 





clostridiales, y está compuesta por dos subunidades: el componente enzimático ADP-
ribosiltransferasa (CDTa), codificada por el gen cdtA y el componente de unión 
(CDTb), codificado por el gen cdtB (41). Los genes cdtA ycdtB se encuentran en el 
locus cdt, junto con el gen cdtR, que actúa como regulador positivo (42). CDTa, una vez 
dentro de la célula hospedadora, se libera en el citosol y produce la ADP-ribosilación de 
la G-actina, causando la despolimerización del citoesqueleto de actina, el redondeo 
celular y la consiguiente muerte celular. CDT además induce la formación de unas 
protrusiones en las células epiteliales que aumentan la adherencia y colonización de 
C. difficile (43). Actualmente existe controversia en cuanto a la relación de CDT con la 
virulencia, aunque en general se asume que su presencia se correlaciona con una mayor 
gravedad de la ICD y que potencia la toxicidad de TcdA y TcdB (44). De hecho, se ha 
evidenciado que los  pacientes afectados por ICD productor de CDT presentan mayor 
mortalidad a los 30 días, incluso aun cuando estén implicados ribotipos no-027 (45, 46). 
Otro hecho que apoya su contribución a la ICD es la detección de CDT libre en heces de 
pacientes con ICD (40). 
 
1.2.4-Esporas 
La producción de esporas es fundamental en la patogénesis de la ICD y es un factor 
clave que determina la alta recurrencia de la enfermedad. Debido a su condición 
anaeróbica, C. difficile es incapaz de sobrevivir fuera de su hospedero en su forma 
vegetativa (47), mientras que las esporas perduran largos periodos de tiempo en el 
medio ambiente, incluso en condiciones adversas, y soportan el contacto con 
desinfectantes, antibióticos y sistema inmune (48, 49). Las esporas son causantes, en 
gran medida, de los procesos de infección recurrente y la transmisión entre personas, 
bien directamente entre individuos o a través de superficies. 
El proceso por el que C. difficile comienza a esporular no está aún bien definido. 
Se postula que intervienen diferentes factores como estímulos ambientales, privación de 
sustratos, condiciones de estrés y señales de quorum sensing (50). Entre las especies de 
Bacillus spp. y Clostridium spp. es frecuente que el comienzo de la esporulación esté 
regulado por distintas histidín-quinasas, que fosforilan a Spo0A, principal regulador de 
la esporulación (51).  
El proceso inverso, la germinación de las esporas, es un paso fundamental en la 
ICD y ocurre tras el contacto de la espora con sales biliares (taurocolato, glicocolato, 





Curiosamente, el quenodesoxicolato, que también es una sal biliar, actúa como 
inhibidor de la germinación (54).  
Algunos ribotipos parecen tener mayor capacidad de esporulación que otros, 
particularmente 027 (55, 56), pero las diferencias en esporulación parecen ser 
dependientes de cepa, más que de ribotipo (57). 
 
1.3-COLONIZACIÓN Y PORTADORES ASINTOMÁTICOS 
El estado de colonización se define como la detección del microorganismo viable en las 
heces en ausencia de síntomas de ICD. La colonización puede estar producida tanto por 
cepas toxigénicas como no toxigénicas, con diferente impacto en la transmisión de 
C. difficile y en el desarrollo de ICD, por lo que es necesario diferenciarlo en los 
estudios de portadores (Figura 4). Además, es importante tener en cuenta que la 
colonización es un proceso dinámico, por tanto la obtención de una única muestra 
positiva para C. difficile en una persona asintomática puede significar desde un estado 
de colonización persistente a uno de portador transitorio, o incluso un hallazgo casual 
(58). Sin embargo, esta distinción no es habitual en los estudios de portadores 
asintomáticos y sería una información que permitiría una mayor comprensión de los 
eventos de transmisión y de las medidas de control necesarias para prevenir la 
dispersión de C. difficile (59). Otra limitación importante en los estudios de portadores 
es la metodología empleada para el aislamiento o detección de C. difficile. Por norma 
general, es esperable que la carga bacteriana en personas colonizadas sean menores que 
las de los pacientes que padecen ICD. Por ello, el empleo de técnicas de detección de la 
enzima glutamato deshidrogenasa (GDH), no puede tener la misma sensibilidad y 
especificidad que cuando son empleadas en el diagnóstico de ICD, por lo que su uso 
puede conducir a una infraestimación de las tasas de individuos colonizados. Un método 
basado en el cultivo de heces (con enriquecimiento), junto con la confirmación 








Figura 4. Modelo de adquisición de C. difficile. Los pacientes se exponen a las 
esporas al estar en contacto con en el medio hospitalario y el personal sanitario. Tras la 
toma de antibióticos, desarrollan ICD si adquieren una cepa toxigénica. Si adquieren 
una cepa no toxigénica, se convierten en portadores asintomáticos de C. difficile. 
Adaptada de Rupnik M et al. (21).  
 
Las tasas de colonización en niños menores de 2 años son las más altas (4-71%) 
(59), y estos representan una importante fuente de transmisión a la población adulta. 
Los factores que favorecen la colonización en niños son el tipo de parto, la estancia 
hospitalaria y la presencia de perros en el hábitat familiar (60). A pesar de las altas tasas 
de colonización, el desarrollo de ICD es muy infrecuente en los niños y es por ello que 
las guías no recomiendan testar C. difficile en niños menores de 2 años (61–63). La baja 
incidencia de ICD durante el periodo infantil parece estar relacionada con la ausencia de 
receptores para las toxinas en el epitelio del colon (64). A partir de los 2 años las tasas 
de colonización descienden considerablemente (< 5%) (65), probablemente debido a la 
maduración del ecosistema microbiano intestinal tras la introducción de la alimentación 
sólida y variada. 
En la edad adulta, las tasas de colonización difieren considerablemente entre la 
población sana o comunitaria y los pacientes hospitalizados. En la comunidad se 
recogen tasas entre el 4 y el 15% de colonización, con baja proporción de cepas 
toxigénicas (5%) (66–68) (Figura 5) mientras que en los pacientes hospitalizados las 
tasas oscilan entre el 3 y 21%, con diferente distribución geográfica (69–71). La 





llegándose a identificar en el 50% de los pacientes ingresados por un tiempo superior a 
4 semanas (69). Se ha demostrado que la mayor parte de los pacientes son colonizados 
durante las 2 primeras semanas de estancia hospitalaria (72, 73).  
 
 
Figura 5. Tasas de colonización en diferentes grupos. Prevalencia de colonización en 
adultos sanos, pacientes en el momento del ingreso hospitalario y residentes de centros 
de larga estancia. Adaptado de Crobach MJT et al. (59). 
 
Se han descrito diferencias según si la colonización precede al ingreso 
hospitalario (detectada en el momento de la admisión al hospital) o se produce durante 
el mismo. Al ingreso, se ha relacionado como factor de riesgo la hospitalización previa, 
ICD anterior, empleo de corticosteroides u otros inmunosupresores, presencia de diarrea 
por otra causa y presencia de anticuerpos frente a la toxina B (70, 74). La colonización 
durante el ingreso está condicionada por las hospitalizaciones previas, la quimioterapia, 
el uso de inhibidores de la bomba de protones (IBP) y la presencia de anticuerpos de la 
toxina B (67, 75). Se han detectado diferencias en los factores de riesgo de colonización 
por cepas toxigénicas [hospitalizaciones previas, consumo de cefepima, diálisis crónica 





cefuroxima y glucopéptidos (73)]. En el ambiente comunitario no hay demasiados 
estudios sobre los factores de riesgo y lo que más se ha descrito es la asociación con el 
consumo previo de antibióticos (77). Curiosamente, la condición de habitar en 
proximidades a granjas no se ha relacionado con una mayor probabilidad de 
colonización por C. difficile (77, 78).  
Se ha estudiado la relación entre ser portador y el riesgo de padecer una ICD y se 
ha visto que los pacientes colonizados por cepas toxigénicas tienen más riesgo de 
progresar hacia ICD durante su ingreso hospitalario (66, 68, 71), pero curiosamente, los 
pacientes colonizados por cepas no toxigénicas podrían estar incluso protegidos para el 
desarrollo de ICD (59). 
 
1.4-TRANSMISIÓN DE C. difficile 
Tradicionalmente se ha considerado a C. difficile como un patógeno hospitalario y a la 
ICD como una infección nosocomial. El aumento de la incidencia de esta enfermedad 
en los últimos años, tanto en el ámbito hospitalario como comunitario, ha supuesto un 
cambio en la manera de entender esta enfermedad. Además, la aplicación de la SGC en 
el estudio de la Epidemiología Molecular y Genómica ha demostrado que la transmisión 
de este patógeno es mucho más compleja que un simple intercambio paciente-paciente, 
y en la que intervienen múltiples factores y escenarios.  
 
1.4.1- Factores que intervienen en la transmisión 
La eficacia de la transmisión de C. difficile está influenciada por las características 
intrínsecas de la cepa/ribotipo, la exposición de la persona al inóculo/esporas, y 
finalmente también de la susceptibilidad individual de cada persona.  
 
1.4.1.1-Factores dependientes del ribotipo 
El ribotipo 027 es el clon más estudiado en la ICD ya que desde su descripción a 
comienzos del siglo XXI ha causado brotes por todo el mundo (79, 80). Entre los 
factores que han propiciado su gran dispersión destaca su resistencia a quinolonas (81), 
lo que favorece su persistencia en el entorno hospitalario. Otros ribotipos causantes de 
brotes con resistencia a quinolonas son 001, 018 y 106 (82, 83). El uso de trehalosa 
como estabilizante alimentario ha contribuido a la dispersión del ribotipo 027 





(adquisiciones de 4 genes del trasporte de trehalosa) (18), ya que coinciden en el tiempo 
las fechas de aprobación de trehalosa como aditivo alimentario y el inicio de los brotes 
(84). Tras las modificaciones genéticas, las cepas son capaces de crecer en bajas 
concentraciones de trehalosa, mientras que el resto de ribotipos no pueden hacerlo. 
También se ha confirmado que el ribotipo hipervirulento 027 posee genes relacionados 
con mayor motilidad, resistencia a antibióticos, supervivencia y toxicidad (85), así 
como otros factores de germinación y esporulación, adherencia celular y producción de 
toxinas (14), y todo ello contribuye a su hiperendimicidad. 
 
1.4.1.2-Exposición a las esporas 
Ya se ha comentado que C. difficile se adquiere a través de la ruta fecal-oral por medio 
de esporas y que en el medio hospitalario es particularmente frecuente la existencia de 
estas esporas (17). La diseminación de las esporas puede ocurrir a través de las manos 
de los trabajadores sanitarios, el movimiento de los pacientes y las visitas de familiares. 
Las esporas son capaces de sobrevivir largos periodos de tiempo en superficies 
ambientales, debido a su resistencia a desinfectantes de uso común, al calor, a la 
desecación y al etanol 70%. Todo ello aumenta la probabilidad de exposición a la 
mismas y potencia su transmisión (86–88). 
El aumento de la incidencia de C. difficile en el ambiente comunitario sugiere que 
la exposición a las esporas no se restringe al ámbito nosocomial, sino que estamos 
expuestos de una manera continua a través del contacto con animales y su presencia en 
comida, suelos y aguas (14).  
 
1.4.1.3-Factores dependientes del huésped 
El éxito en la colonización de C. difficile depende en gran medida de la composición y 
diversidad de la microbiota intestinal de cada persona. Los pacientes afectados por ICD 
presentan una menor carga bacteriana en su intestino, pero sobre todo se caracterizan 
por la importante reducción de la diversidad (menor número de especies) (89). El 
principal factor que propicia esta disbiosis es el consumo de antibióticos, siendo los más 
asociados con la ICD la clindamicina, las fluoroquinolonas y las cefalosporinas (81, 90). 
Los IBP también son causa importante de la ICD y por tanto responsables de la 
transmisión (91), ya que disminuyen el contenido ácido del estómago reduciendo su 





susceptibilidad del hospedero frente a la colonización, debido al deterioro gradual del 
sistema inmune junto con el las comorbilidades previas del paciente añoso  (92).  
 
1.4.2-Reservorios de C. difficile 
El hospital es un ambiente propicio para C. difficile, así como una fuente de transmisión 
continua, ya sea por los pacientes, el personal sanitario o los fómites. El consumo de 
antibióticos selecciona la persistencia de los clones resistentes conocidos como de alto 
riesgo hospitalario (High-Risk Clones). Fuera de los hospitales, también hay 
transmisión de C. difficile, de hecho su incidencia comunitaria ha aumentado en los 
últimos años y se ha documentado el patógeno en animales domésticos y salvajes, en 
alimentos y en lugares públicos. 
 
1.4.2.1-El hospital como reservorio 
La probabilidad de colonización por C. difficile es máxima en los hospitales (2,3% por 
día), seguido de los centros de cuidados de larga estancia (0,37% por día) y por último 
la comunidad (0,23% por día) (93). También se ha estimado que el ratio de transmisión 
de un paciente sintomático con ICD respecto a uno asintomático es 15 veces mayor 
(93), y que los pacientes con ICD dispersan esporas durante la diarrea y después de 
haber completado el tratamiento antibiótico hasta al menos la sexta semana post-
tratamiento (Figura 6) (94). La mayoría de los eventos de transmisión ocurren en 
durante la primera semana desde el inicio de los síntomas (65%), mientras que, tras 8 
semanas de infección la posibilidad de transmisión se limita al 10% (95). Así pues, la 








Figura 6. Persistencia de cultivos positivos tras el tratamiento. Porcentaje de 
cultivos positivos de heces, piel (tórax y abdomen) y ambientales (barra de cama, mesita 
de noche, timbre, inodoro) para C. difficile. Adaptado de Sethi et al. (94). 
 
La transmisión de C. difficile desde pacientes sintomáticos ha sido objeto de 
numerosos estudios. El trabajo de Eyre et al. (17) demuestra mediante SGC que el 35% 
de los casos de ICD están relacionados con casos previos, aunque solamente en el 13% 
de los casos hay evidencias de haber compartido el mismo servicio médico. En este 
mismo estudio, en el 45% de los casos de ICD no se pudo identificar la fuente de la 
infección, lo que sugiere la existencia de rutas alternativas de transmisión a través de 
portadores asintomáticos, casos sintomáticos no diagnosticados, trabajadores sanitarios 
o de la contaminación ambiental (17). La SGC también contribuyó a conocer que el 
34% de los eventos de transmisión hospitalaria ocurren por contacto directo entre los 
pacientes que comparten la misma cepa y el 66% por coincidir en el mismo servicio 
médico. Un estudio suizo analizó todos los casos de C. difficile asociados al ambiente 
hospitalario pero sin caracterización molecular de las cepas y demostró que el 56% de 
los pacientes infectados había tenido contacto con un caso previo de ICD (96).  
Los portadores asintomáticos contribuyen sin duda a la transmisión 
interhospitalaria de este patógeno. En un trabajo danés se puso de manifiesto la mayor 
incidencia de ICD en sujetos expuestos a portadores de C. difficile (4,6%) respecto a los 
no expuestos (2,6%) (97). En un estudio en un servicio quirúrgico, se encontró que el 
84% de las cepas de C. difficile aisladas en casos clasificados como adquisiciones 





de su ingreso (69). En otro trabajo, en el que se analizaron las cepas mediante 
variabilidad del número de repeticiones en tándem en múltiples locus (MLVA), se 
encontró la misma proporción de casos con ICD relacionados con pacientes 
asintomáticos (29%) que con sintomáticos (30%) (98). Y se demostró, mediante un 
modelo compartimental de transmisión, que los pacientes colonizados en el momento 
del ingreso hospitalario contribuyen al mantenimiento de eventos de transmisión 
durante su estancia (99). Curiosamente, estos resultados se contradicen con los de otro 
trabajo en el que, mediante SGC se analizaron las cepas toxigénicas de 13 portadores 
asintomáticos y que no se relacionaron genéticamente con ningún otro caso de ICD 
durante el periodo de estudio (74). A modo de resumen podemos decir que aunque la 
probabilidad de transmisión parece ser significativamente menor (93), el conjunto de 
portadores asintomáticos es una importante fuente de transmisión ya que 
potencialmente puede superar al número de casos de ICD sintomática (59).  
En este sentido, los trabajadores sanitarios son también vectores de transmisión de 
C. difficile en el hospital y aunque las tasas de colonización intestinal en este colectivo 
no son altas, incluso nulas (100, 101), hay evidencias de que la transmisión puede 
ocurrir a través de la dispersión de esporas en sus manos ya, que se han detectado hasta 
en el 24% de los trabajadores que habían atendido casos de ICD (102). 
Se han detectado esporas de C. difficile en distintas superficies hospitalarias, 
incluyendo camas, suelos, baños, cómodas y mesillas de noche. También en fómites 
como cuñas, llamadores, toallas y material de limpieza (66, 72, 103–105). Además, se 
ha descrito que el riesgo a padecer ICD es mayor si el ocupante anterior de la cama ha 
recibido antibióticos (106) siendo también proporcional al tamaño de la habitación 
(104). La probabilidad de recuperar C. difficile en las superficies guarda relación con el 
estado del paciente. Mientras que en habitaciones con pacientes sintomáticos la 
frecuencia de contaminación puede oscilar entre el 9% y 49%, en pacientes no 
portadores, la frecuencia es menor al 3% (107, 108). 
 
1.4.2.2-La comunidad y el medio ambiente como reservorio 
La incidencia de ICD en personas de la comunidad ha aumentado en los últimos años, 
afectando además a poblaciones consideradas de bajo riesgo (109). En 2012, en 
EE.UU., hasta el 43% de las ICD fueron de adquisición comunitaria, aumentando la 
incidencia 5,3 veces durante el período de estudio (110). En Francia, C. difficile 





encontrado en muestras de heces en la población general que acude al médico (111). 
Estos resultados coinciden con los de Oxford donde el 45% de las ICD no se 
relacionaban con casos previos, existiendo por diferentes rutas de transmisión (17). 
También se ha demostrado en estudios epidemiológicos y mediante modelos 
matemáticos que la importación de casos comunitarios participa en el mantenimiento de 
la transmisión hospitalaria (95, 98, 112). En la comunidad, las fuentes de transmisión 
descritas incluyen el contacto con portadores asintomáticos o sintomáticos (93) y 
también con los niños, ya que se ha podido demostrar mediante SGC la presencia de 
cepas idénticas en pacientes hospitalizados y en niños sanos (60). Los centros de 
atención médica ambulatoria pueden ser también fuentes de transmisión así como las 
residencias de la tercera edad y centros de atención hospitalaria de corta y mediana 
estancia.  
En las heces de ganado bovino, porcino y equino, es relativamente frecuente 
encontrar tanto cepas toxigénicas como no toxigénicas (113-115). Distintos autores han 
demostrado la probable transmisión en ambos sentidos (humanosanimales) de C. 
difficile, sobre todo en ribotipos asociados a la comunidad, como el 078 y el 014, de los 
que se han identificado, mediante SGC, aislados genéticamente relacionados entre 
humanos y animales (Figura 7) (116, 117), como en el caso de los cerdos y sus 
cuidadores (118). C. difficile coloniza perros, roedores, insectos e incluso animales 
exóticos (119-120) y se ha encontrado en la arena de parques infantiles tras 
contaminación de las heces de perros (121). La transmisión entre humanos y animales 
de compañía se ha documentado tras identificar las misma cepas de C. difficile en 
perros, gatos y sus respectivos dueños (122). 
Por el contrario, la presencia de C. difficile en los alimentos es generalmente baja; 
se ha encontrado en productos destinados para el consumo, como carne picada, 
salchichas, chorizos, mariscos de concha, vegetales y ensaladas preparadas (123-125) 
aunque por el momento, no existe ningún caso de ICD de origen alimentario 
confirmado.  
También se ha recuperado C. difficile de muestras de aguas, suelos, de sedimentos 
de ríos próximos a plantas de tratamiento de aguas residuales y de zonas de recreo 









Figura 7. Transmisión entre humanos y animales de C. difficile. Análisis mediante 
SGC que demuestra la transmisión de C. difficile ribotipo 078 entre humanos y 
animales. a) Distribución en hospitales (puntos azules) y granjas (puntos rojos) de 
Holanda de donde se obtuvieron las cepas del trabajo. Los puntos marrones indican 
granjas donde cerdos y humanos tuvieron cepas idénticas. La flecha verde indica una 
posible transmisión entre granjas. b) Árbol filogenético que revela la posible 
transmisión entre cerdos y humanos. Adaptado de Knetsch et al. (118) 
 
1.5- MÉTODOS DE TIPIFICACIÓN DE C. difficile 
Los estudios de Epidemiología Molecular en Microbiología Clínica son necesarios por 
diversos motivos, entre ellos, conocer las cepas circulantes en un área concreta o en un 
hospital, controlar la emergencia de clones de alto riesgo o la existencia de brotes 
hospitalarios, y finalmente, tiene interés también en el área del diagnóstico 
microbiológico, pues la emergencia de cepas con mutaciones en las dianas de detección 
podría conducir a la infradiagnosticación del patógeno. 





i) ribotipificación por PCR o ribotipificación por PCR y posterior electroforesis capilar 
(PCR-CE), ii) análisis por endonucleasas de restricción (REA), iii) variabilidad del 
número de repeticiones en tándem en múltiples locus (MLVA), y iv) electroforesis en 
campo pulsado (PFGE); o bien en el análisis de secuencias, entre los que se encuentran 
a) la tipificación de secuencias de múltiples locus (MLST) y b) la secuenciación de 
genoma completo (SGC) (129, 130). 
Tradicionalmente, en Europa y Australia se ha empleado la ribotipificación 
mediante PCR, mientras que en Norteamérica se ha preferido la tipificación con PFGE 
o bien mediante REA (131). La coexistencia de diferentes métodos de tipificación ha 
propiciado diferentes nomenclaturas, lo que ha dificultado la comparación de resultados 
entre laboratorios o zonas geográficas. Como ejemplo de la diversidad en la 
nomenclatura se encuentra la cepa hipervirulenta NAP1/027/BI (PFGE, ribotipificación 
y toxinotipo, respectivamente). Actualmente, el método considerado como referencia es 
la PCR-CE (132). 
Un método de tipificación ideal sería aquel que tuviese una capacidad de 
discriminación elevada, buena reproducibilidad y cuyos resultados fuesen comparables 
entre todos laboratorios. En la tabla 1 se exponen las características de los principales 
métodos de tipificación de C. difficile. 
 
 Ribotipificación por PCR 
Se basa en la variabilidad que se encuentra en el espacio intergénico entre el ADN 
ribosomal (ADNr) 16S y el 23S, y en las múltiples copias de ADNr que hay en el 
genoma. Estas diferencias resultan en diferentes amplicones, específicos de ribotipo, 
que son separados mediante electroforesis en un gel de agarosa convencional (133). Se 
han descrito distintos cebadores para llevar a cabo la ribotipificación por PCR, los más 
habituales son los descritos por Bidet et al. (134) y Stubbs et al. (135). El análisis de las 
bandas se puede realizar a simple vista o mediante la construcción de un dendrograma. 
Es un método sencillo que tiene una reproducibilidad aceptable dentro de un mismo 
laboratorio, pero que sin embargo no es adecuado para realizar comparaciones entre 
distintos laboratorios (130). 
 
 Ribotipificación por PCR y posterior electroforesis capilar 
El fundamento de la técnica es el mismo que el de la ribotipificación por PCR. La 





que interpreta la diferencia de las bandas, lo que aporta mayor reproducibilidad y una 
interpretación más objetiva. Emplea los mismos cebadores que la ribotipificación 
tradicional, con la diferencia de que uno de los cebadores está marcado con un 
fluoróforo en uno de sus extremos (132). Habitualmente se emplean la 6-
carboxifluoresceína (6-FAM) o la 5-tetraclorofluoresceína (TET). Actualmente existe 
una página web, [WEBRIBO (https://webribo.ages.at/)] que incorpora una base de datos 
con un repositorio de ribotipos que permite identificarlos en base a los patrones de 
bandas obtenidos en la electroforesis capilar (136). 
 
 Análisis mediante el uso de endonucleasas de restricción (REA) 
En este método se emplea el cromosoma completo de C. difficile. El fundamento 
se basa en el empleo de una enzima de restricción de corte frecuente, HindIII, la cual 
corta el ADN bacteriano en múltiples fragmentos que posteriormente son separados en 
un gel de agarosa (137). El REA tiene un elevado poder de discriminación, sin embargo 
es una técnica difícil de interpretar por el elevado número de bandas que se obtienen, lo 
que hace también difícil la comparación de resultados entre distintos laboratorios. 
 
 Electroforesis en campo pulsado (PFGE) 
La PFGE se basa en la digestión del cromosoma completo de C. difficile con una 
enzima de restricción de corte infrecuente. La enzima más empleada es SmaI. Permite la 
separación de grandes fragmentos de ADN que no se separarían mediante una 
electroforesis en gel de agarosa convencional. En esta técnica, los fragmentos de ADN 
se separan al aplicar una electroforesis a altos voltajes y con fluctuaciones de 
orientación del campo eléctrico (130, 138). PFGE es muy discriminatoria pero tiene el 
inconveniente de ser un proceso largo, que lleva varios días hasta la obtención de los 
resultados y que no es fácil comparar los patrones obtenidos por distintos laboratorios. 
 
 Tipificación de secuencias de múltiples locus 
MLST consiste en la amplificación parcial y posterior secuenciación de 7 genes 
conservados de C. difficile. A cada gen secuenciado se le asigna un número de alelo 
distinto. La combinación de los 7 números de alelos (perfil alélico) se identifica con una 
secuencia tipo (ST) (129). Existen distintos esquemas de tipificación de MLST, siendo 
el más empleado el descrito por Griffiths et al. (139). Tiene una aceptable capacidad de 





obtenidos en otros laboratorios.  
 
 Variabilidad del número de repeticiones en tándem en múltiples loci 
El MLVA constituye un método de tipificación con una elevada capacidad de 
discriminación que se emplea para el estudio de brotes y para establecer relaciones 
filogenéticas entre aislados (140). Consiste en la amplificación de unas regiones cortas 
de ADN repetidas en tándem, que varían en número y tamaño y que están repartidas por 
todo el cromosoma. Los amplicones se separan mediante electroforesis capilar. Existen 
distintos esquemas de tipificación siendo los más empleados los que amplifican 7 loci 
(141, 142) o 15 loci (Manzoor, 2011). A cada locus amplificado se le asigna un número 
que corresponde con la suma de las repeticiones. La suma de las repeticiones en cada 
locus amplificado se identifica como STRD (summed tandem repeat difference) y 
constituye una medida de la relación genética entre los aislados (129). Se considera que 
dos aislados de C. difficile pertenecen al mismo complejo clonal si hay una diferencia 
entre ellos de 2 STRD, y se consideran como genéticamente relacionados si la 
diferencia es 10 STRD (141). 
 
 Secuenciación de genoma completo (SGC) 
La SGC se basa en el análisis de los polimorfismos de un nucleótido único (SNP) 
y es actualmente el método con mayor capacidad discriminatoria en el análisis 
epidemiológico (143). El mayor inconveniente que tiene es el elevado coste de los 
equipos y la complejidad del análisis informático necesario, aunque los costes se han 
ido abaratando y existen disponibles herramientas informáticas de acceso gratuito y de 
fácil empleo. Además la SGC tiene la ventaja de generar numerosos datos adicionales, 
como detectar la presencia de genes de resistencia, determinantes de virulencia o 
realizar estudios de análisis filogenético y evolutivos, entre otros (144). Es por ello que 
hoy en día, la SGC se está empleando para la tipificación de la mayoría de los 
microorganismos y, aunque todavía no se ha convertido en el método de referencia por 
su elevado precio, no cabe duda de que es la herramienta con mayor capacidad de 







Tabla 1. Características de los principales métodos de tipificación de C. difficile. 
 
Método Diana Ventajas Inconvenientes 




Buen PD No reproducible entre laboratorios 
PCR-CE 16S–23S Excelente PD. Reproducible 
entre laboratorios. 
 
REA Genoma  
completo 
Buen PD 
Proceso complejo y no reproducible 
entre laboratorios 
PFGE Genoma  
completo 
Moderado PD 
Proceso complejo y no reproducible 
entre laboratorios 
MLVA Repeticiones  
en tándem 
Excelente PD Elevado coste, proceso complejo 
Análisis de secuencias 
MLST 7 genes Buen PD. Reproducible entre 
laboratorios. 
Elevado coste 
WGS Genoma  
completo 
Excelente PD 
Elevado coste, experiencia 
informática 
PD: Poder de discriminación 













2-INFECCIÓN POR Clostridioides difficile (ICD) 
 
2.1-MANIFESTACIONES CLÍNICAS DE LA ICD 
2.1.1-Manifestaciones clínicas y clasificación de la ICD 
La sintomatología de la ICD puede oscilar entre un cuadro leve hasta una diarrea 
fulminante, incluyendo el megacolon tóxico, la perforación intestinal e incluso la 
muerte (145) (Tabla 2). Esta enfermedad se estratifica según su gravedad en: leve, 
moderada, grave o grave-complicada, lo que condiciona su tratamiento antibiótico y la 
necesidad de ingreso en UCI o de cirugía. En la estimación de la gravedad intervienen 
pruebas del examen físico del paciente (fiebre o inestabilidad hemodinámica, etc.), 
pruebas de laboratorio (leucocitosis, elevación de la creatinina sérica, hipoalbuminemia, 
etc.), hallazgos endoscópicos (presencia de CPM) y pruebas de imagen (distensión del 
intestino grueso, etc.) (146). Se define como caso grave un episodio de ICD con uno o 
más signos o síntomas de colitis grave, y de curso complicado cuando la enfermedad 
cursa con efectos sistémicos de las toxinas o shock, que ocasiona ingreso en UCI, 
colectomía o muerte (147). Los pacientes mayores de 65 años, ingresados en UCI o 
inmunodeprimidos, son el colectivo de mayor riesgo de padecer un infección grave 
(148, 149).  
El linaje de la cepa, definido generalmente por el ribotipo, también condiciona la 
gravedad de la enfermedad. El ribotipo 027 se asocia con mayor gravedad, peor 
pronóstico y mayor tasa de recurrencias (150), pero curiosamente, algunos trabajos no 
han observado significación clínica diferente en función del ribotipo (151), por lo que 
hay controversias a este respecto. En cualquier modo, en la mayoría de los hospitales, el 
ribotipo no se determina hasta pasado el diagnóstico, por lo que generalmente no 
condiciona el tratamiento. 
Un caso de ICD se considera inicialmente resuelto cuando no hay diarrea tras 48 
horas de la finalización del tratamiento y finalmente resuelto si la diarrea no aparece 






Tabla 2. Signos y síntomas clínicos compatibles con la ICD. 
Cuadro Clínico Definición 
Diarrea Heces blandas (que se adapten a la forma del recipiente) o heces 
de los tipos 5-7 de la escala Bristol, junto con una frecuencia de 3 
deposiciones en 24 horas o menos, o una frecuencia mayor de lo 
normal para el paciente. 
Íleo Signos de alteración grave de la función intestinal, como vómitos 
y ausencia de heces con signos radiológicos de distensión 
intestinal. 
Megacolon tóxico Signos radiológicos de distensión del colon y signos de una 
respuesta inflamatoria sistémica severa. 
Adaptado de Alcalá L, y Debast (130, 146) 
 
2.1.2-Factores de riesgo de la ICD 
Como se mencionó anteriormente, en la transmisión y posterior desarrollo de la ICD 
intervienen factores que tiene que ver con la cepa causante de la infección, la exposición 
al patógeno y la susceptibilidad del hospedero. Dentro de este último, el factor más 
relevante sin duda son los tratamientos antibióticos.  
La asociación de la ICD con el consumo de los antibióticos se descubrió en la 
década de 1970, cuando se relacionó la CPM con el consumo de clindamicina (4). Los 
antibióticos que más se asocian con riesgo de ICD son los macrólidos, las 
cefalosporinas de segunda y tercera generación, las fluoroquinolonas y la clindamicina 
(152). El riesgo se mantiene incluso tras el cese de la antibioterapia hasta pasados 3 
meses, siendo el riesgo más alto durante el consumo de antibióticos y el mes siguiente 
(153). También se ha comprobado que el riesgo de ICD es mayor a medida que se 
incrementa el tiempo de uso de antimicrobianos y cuanto mayor sea el número de 
antibióticos diferentes administrados (154). 
El consumo de inhibidores de la bomba de protones (IBP) también se considera 
factor de riesgo para el desarrollo de ICD (155, 156), incluso sin consumo previo de 
antibióticos (157). A su vez, mediante meta-análisis se ha documentado que en el 65% 
de casos de ICD los pacientes estaban en tratamiento previo con IBP (158). Tanto en las 
guías europeas como en las americanas se recomienda la discontinuación de IBP en 





La duración de la estancia hospitalaria es un importante factor de riesgo para 
desarrollar ICD lo que está relacionado directamente con la mayor exposición a las 
esporas (94, 159). Durante la estancia hospitalaria, además, aumenta el riesgo si el 
compañero de habitación padece ICD (160), o si ha padecido ICD un ocupante anterior 
(103). Recientemente se ha descrito también como factor de riesgo, el consumo de 
antibióticos por parte de un ocupante anterior, aunque este último no hubiera padecido 
ICD (Figura 8) (106). 
La edad avanzada también es un factor de riesgo importante por sí mismo (92), 
generalmente porque implica la existencia de otras comorbilidades y la senescencia del 
sistema inmune (161–163), por lo que la respuesta inmunitaria frente a las toxinas es 
menor. Finalmente, otros factores de riesgo que se han relacionado con la ICD son los 
procedimientos gastrointestinales no quirúrgicos, el empleo de sonda nasogástrica, la 




Figura 8. Factores de riesgo asociados significativamente con el mayor riesgo de ICD. 
De todos los potenciales riesgos asociados al ocupante anterior de la cama, solo el 
consumo de antibióticos se ha asociado con un mayor riesgo.  
Adaptado de Freedberg DE et al. (106).  
 
2.1.3-Recurrencias de la ICD 
La recurrencia de la ICD (ICDr) ocurre entre el 15 y el 35% de los pacientes tras 
finalizar el tratamiento antibiótico del primer episodio (159, 166, 167). Además, los 
pacientes que tienen ya una recurrencia  tienen muchas posibilidades de tener varias 





significativa a su calidad de vida aumentando los costes para los sistemas de salud (169, 
170). 
La ICDr ocurre por la persistencia de las esporas tras el fin del tratamiento, o bien 
por la reinfección con una cepa diferente del episodio inicial (171). También podría 
ocurrir por una re-exposición con la misma cepa, debido a que el ambiente alrededor de 
los pacientes puede permanecer contaminado durante largos periodos de tiempo (172). 
Los principales factores de riesgo de la recurrencia son similares a los que 
desencadenan la ICD por primera vez: la edad avanzada, el consumo previo de 
antibióticos y los IBP (167, 173). Además, influye el estado inmunológico del paciente 
y la composición de su microbiota colónica (169).  
La ICDr se define como la reaparición de síntomas de ICD tras la finalización del 
tratamiento antibiótico, en un periodo de tiempo entre 2 y 8 semanas posteriores al 
episodio previo de ICD (146). Se considera como un caso nuevo independiente si hay 
un segundo episodio de ICD pasadas 8 semanas tras el episodio previo. Sin embargo, 
distinguir entre un episodio de recurrencia por recaída (ocasionada por la misma cepa 
del episodio de ICD previo), de una recurrencia por reinfección (ocasionada por una 
cepa distinta del episodio de ICD previo) no es habitualmente posible con los medios 
disponibles en los laboratorios de diagnóstico (159, 174). En realidad, se necesitan 
abordajes con mayor capacidad de discriminación para diferenciarlos, como las técnicas 
de SGC, MLST o MLVA. En general, todos los estudios coinciden en que la mayoría de 
los episodios de ICDr se deben a recaídas más que a reinfecciones (175–177) e incluso 
también se ha demostrado la existencia de coinfecciones (distintas cepas) en un mismo 
episodio de infección (178). La discriminación entre un episodio de ICDr debido a 
recaída o reinfección ha sido estudiado en diversos trabajos y se ha planteado la validez 
de la definición de recurrencia (176, 179), al menos con fines de vigilancia. 
 
2.2-DIAGNÓSTICO DE LA ICD 
El diagnóstico de ICD se basa en la combinación de signos y síntomas clínicos (3 o más 
deposiciones diarreicas en 24 horas o la detección de íleon o megacolon tóxico 
mediante pruebas de imagen radiológicas), con la confirmación de la presencia de una 







Se basa fundamentalmente en la diarrea, definida como heces no formes o líquidas que 
se adaptan a la forma del recipiente, correspondiente con una escala Bristol entre el 5-7 
y con una frecuencia de 3 o más deposiciones en un periodo de 24 horas o menos, o una 
frecuencia mayor de lo habitual para el paciente (63, 146). En las formas más graves 
como el megacolon tóxico, la ICD se puede presentar sin diarrea pero con alteración del 
tránsito intestinal o vómitos (61). 
Para predecir la gravedad de la ICD e identificar pacientes con peor pronóstico se 
usan como marcadores, la fiebre, el número de deposiciones, el recuento de leucocitos y 
los niveles de creatinina sérica, entre otros (146, 181, 182). Aunque la evidencia aún no 
es suficiente, hay marcadores biológicos que pueden ayudar al diagnóstico de la ICD. 
Un ejemplo es la calprotectina, una proteína fijadora de calcio presente en los 
neutrófilos y liberada al tracto intestinal en condiciones de inflamación e infección. Otro 
ejemplo es la lactoferrina fecal, una proteína fijadora de hierro, presente también en los 
neutrófilos (183). Ambos marcadores se emplean habitualmente para distinguir causas 
inflamatorias de diarrea y en ambos casos se han comprobado valores aumentados en 
pacientes con ICD respecto a otras causas de diarrea y valores mayores en pacientes con 
ICD diagnosticados mediante toxina libre en heces (184, 185). Su uso también podría 
tener interés en la identificación de pacientes con mayor riesgo de presentar enfermedad 
grave o con posibilidad de recurrencia. 
También se han descrito modelos de predicción para determinar la gravedad de 
cada caso y establecer el riesgo de recurrencia (186–188), que permiten individualizar a 
cada paciente y seleccionar el tratamiento para cada caso, lo que conduce a un abordaje 
más coste-efectivo (189). 
 
2.2.2-Diagnóstico microbiológico 
A la hora de aceptar una petición diagnostica de C. difficile, es importante tener en 
cuenta las características de la muestra ya que solamente se deben procesar las heces 
líquidas o no formes (que se adapten a la forma del contenedor) puesto que no podemos 
descartar la existencia de portadores asintomáticos de C. difficile toxigénico. De manera 
excepcional, se podría aceptar una muestra en torunda (en el caso de íleo paralítico o 
megacolon tóxico), en este caso es preferible emplear como métodos diagnósticos una 





diagnóstico de laboratorio de la ICD se puede abordar con varias técnicas que a su vez 
emplean diferentes dianas: 1)-Detección de toxinas libres en las heces 
[enzimoinmunoanálisis para la detección de toxinas (EIA) o ensayo de citotoxicidad 
(ECT)], 2)-Presencia de C. difficile [EIA para la detección de la enzima glutamato 
deshidrogenasa (GDH)] o 3)-Presencia de C. difficile toxigénico [(cultivo toxigénico 
(CT) o mediante la amplificación de ácidos nucleicos específicos] (61, 130). 
 
 Ensayo de citotoxicidad 
El ensayo de citotoxicidad (ECT) en un cultivo celular tiene como objetivo 
demostrar la presencia de la toxina B. Para su realización se emplea un filtrado de 
heces, el cual se inocula en una monocapa de cultivo celular. La presencia de la toxina 
B se pone de manifiesto con la aparición de cambios citopáticos en las líneas celulares, 
provocando una desestructuración celular. Las líneas celulares más comúnmente 
utilizadas en este tipo de ensayos son las células Vero, las HeLa, las Hep-2 y los 
fibroblastos humanos. El efecto citopático se observa en 24-48 horas, y el siguiente paso 
consiste en la neutralización del efecto citopático mediante antitoxina de Clostridium 
sordelli o de C. difficile, lo que aumenta la especificidad de la prueba. Este método es 
considerado de referencia, sin embargo, debido a que se trata de proceso prolongado (2-
3 días) y complejo, su uso se limita a centros de referencia y no se emplea en los 
Laboratorios de Microbiología Clínicos (61, 190, 191). 
 
 Cultivo toxigénico 
El cultivo toxigénico es, junto al ECT, el método de referencia actual en el 
diagnóstico de ICD. La finalidad de esta técnica es demostrar la producción de toxina in 
vitro por parte del aislado. Hay diferentes medios para el aislamiento e identificación de 
C. difficile, entre ellos se encuentra el agar selectivo fructosa-cicloserina-cefoxitina 
(CCFA), el medio cromogénico ChromID C. difficile (bioMérieux) y medios no 
selectivos como agar Brucella o agar Schaedler enriquecidos ambos con 5% de sangre 
de carnero, vitamina K y hemina. Todos los cultivos se incuban en condiciones 
anaeróbicas al menos 48 horas. Las colonias presuntivas de corresponder a C. difficile 
se identifican mediante la morfología típica, tinción de Gram, espectrometría de masas 
mediante MALDI-TOF, aglutinación en látex o métodos bioquímicos. En los cultivos 
positivos se estudia la producción de toxina mediante ECCC, un test 





PCR (61, 130). Debido al tiempo que conlleva la realización del CT, este no se emplea 
habitualmente en los Laboratorios de Microbiología como test diagnóstico, sin embargo 
la realización del cultivo es fundamental para llevar a cabo estudios de vigilancia 
epidemiología y de sensibilidad antibiótica a partir de las colonias aisladas (192). 
 
 Detección de la enzima glutamato deshidrogenasa (GDH) 
La GDH es una enzima metabólica presente en todas las cepas de C. difficile, y, 
por tanto, es una técnica que no debe ser usada de forma aislada para el diagnóstico ya 
que no diferencia entre cepas toxigénicas y no toxigénicas. Un resultado positivo de 
GDH requiere un test adicional que evidencie la presencia o ausencia de toxinas. Su 
realización de rutina se debe a su elevado valor predictivo negativo (VPN), (100% con 
prevalencia de ICD  10%), lo que prácticamente descarta la ICD si el resultado de la 
GDH es negativo. Debido a su elevado VPN, la GDH se usa frecuentemente como 
cribado de la ICD (61, 193). 
 
 Detección de las toxinas A/B 
Los dispositivos de EIA para la detección de toxinas detectan principalmente las 
toxinas A y B, sin diferenciarlas. Existen también dispositivos que integran la detección 
conjunta de GDH y toxinas. No deben ser empleados como método de cribado, pues su 
sensibilidad es baja en comparación con el CT (no supera el 86%) (61). 
 
 Técnica de amplificación de ácidos nucleicos (TAAN) 
Actualmente existen numerosos sistemas basados en la amplificación selectiva de 
los genes que codifican las toxinas (tcdA y/o tcdB) directamente de la muestra de heces. 
Algunas casas comerciales incluyen además marcadores del ribotipo hipervirulento 027 
(deleción de 117 nucleótidos en el gen tcdC o los genes que codifican la toxina binaria, 
cdt). Estos sistemas tienen en general altos porcentajes de sensibilidad (73-100%) en 
comparación con el CT y elevado VPN (100% con prevalencia de ICD  10%) (61), sin 
embargo, no distinguen la presencia de toxina libre en heces de la presencia de los 
genes que codifican las toxinas. Por ello, no diferencian a un portador asintomático de 
un paciente con ICD, lo que podría llevar a un sobrediagnóstico de la enfermedad y 
consiguiente sobretratamiento (194), y por ello no se recomiendan como prueba 





valor añadido de que el ciclo de amplificación en el que se detecta la toxina se relaciona 
inversamente con la carga bacteriana presente en la muestra; los ciclos de amplificación 
tempranos se traducen en una mayor carga bacteriana y se asocian con un peor 
pronóstico (195–197). 
 
 Algoritmos diagnósticos y recomendaciones 
Actualmente existe un consenso para el empleo de un algoritmo de 2 o 3 pasos 
para el diagnóstico de la ICD (61, 63). Este consenso se basa, en un primer paso, en una 
técnica con un elevado VPN (GDH o TAAN) como método de cribado, descartando la 
ICD si el resultado es negativo. Si el resultado es positivo, en el segundo paso se debe 
realizar una técnica con elevado VPP (detección de toxinas por EIA), y si esta segunda 
técnica es también positiva, se confirma el diagnóstico de ICD. Si en cambio la segunda 
técnica es negativa, el diagnóstico depende de una evaluación clínica del paciente, 
pudiéndose tratar de una ICD con una baja carga bacteriana o tratarse de un portador de 
una cepa toxigénica. Si la técnica empleada en el primer paso fue la GDH, se puede 
realizar, en un tercer paso, un CT o TAAN para diferenciar entre una cepa toxigénica o 
no toxigénica (Figura 9).  
 






No se deben repetir las pruebas en los 7 días posteriores a una petición previa, 
puesto que se ha comprobado que tiene escaso beneficio diagnóstico (198, 199), a 
menos que exista una fuerte sospecha clínica; tampoco está recomendado el 
procesamiento de muestras como control de eficacia del tratamiento (181). La 
determinación de toxina puede ser positiva por la presencia residual tras la resolución de 
la diarrea. Igualmente, un resultado negativo no descarta un estado de portador 
asintomático, como se comprobó en un estudio en el que el 56% de los pacientes que, 
habiendo respondido correctamente al tratamiento de la ICD, continuaron dispersando 
esporas de C. difficile entre 1 y 4 semanas (94). 
Los estudios sugieren que existe un peor pronóstico si el diagnóstico se realiza 
mediante la detección de toxina y esta resulta positiva por inmunocromatografía (195–
197), pero no se puede garantizar que esa asociación se vaya a cumplir en todos los 
casos. Hay pacientes con determinación de toxina directa positiva mediante 
inmunocromatografía que son portadores asintomáticos y pacientes diagnosticados en 
un tercer paso con TAAN, que resultan en casos graves o complicados (14, 200). 
Siempre será necesario interpretar los resultados del diagnóstico de laboratorio con la 
clínica que presente el paciente. 
Por último, es importante tener en cuenta que no se deben procesar muestras de 
niños menores de 2 años debido a la alta prevalencia de portadores asintomáticos, tanto 
de cepas toxigénicas como no toxigénicas, en esta población (64, 201)(62). 
 
2.3-TRATAMIENTO DE LA ICD 
2.3.1-Recomendaciones: Guías Europea y Americana 
El tratamiento de la ICD depende de su gravedad, de si se trata de una 
recurrencia/reinfección  y de la viabilidad del tratamiento oral. La guía clínica ESCMID 
para el tratamiento de C. difficile se publicó en el año 2014 (146) y se actualizó en el 
2018 (147) al igual que la guía americana de la IDSA (63). En ambos documentos se 
recogen las siguientes recomendaciones de tratamiento: 
 
 Primer episodio de ICD, sin criterios de gravedad 
La recomendación en estos casos, si es posible, es la supresión durante 48 horas 
del tratamiento antibiótico que ha podido inducir la ICD y la observación del paciente. 





vancomicina (125 mg, 4 veces al día, 10 días) por vía oral. La fidaxomicina por vía oral 
(200 mg, 2 veces al día, 10 días) también puede ser una alternativa, aunque 
generalmente este antibiótico se reserva para segundos/terceros episodios. En las 
últimas guías clínicas de la IDSA se ha eliminado el metronidazol como opción 
terapéutica (63), quedando relegado su uso solamente para cuando no se dispone de 
vancomicina o fidaxomicina.  
 
 ICD con criterios de gravedad 
La recomendación incluye vancomicina (125 mg, 4 veces al día, 10 días) o 
fidaxomicina (200 mg, 2 veces al día, 10 días) por vía oral, pero se puede considerar 
aumentar la dosis (de 125 mg a 500 mg, 4 veces al día, 10 días). En el caso de que no 
sea factible la vía oral, se debe usar metronidazol intravenoso (500 mg, 3 veces al día, 
10 días) junto con vancomicina por vía nasogástrica (500 mg, 4 veces al día, 10 días), o 
bien con enema de vancomicina (500 mg en 100 ml de suero salino, 4 veces al día). En 
casos fulminantes que no responden a la terapia antibiótica o en caso de toxicidad 
sistémica, peritonitis y perforación intestinal, debe considerarse la intervención 
quirúrgica con resección colónica. 
 
 Primer episodio de ICDr 
Ante la recurrencia, se recomienda vancomicina oral (125 mg, 4 veces al día, 10 
días) cuando en el primer episodio se empleó metronidazol, pero si en el primer 
episodio se usó vancomicina, en la recurrencia se deberá pautar fidaxomicina (200 mg, 
2 veces al día, 10 días). La fidaxomicina ha demostrado tener tasas de recurrencias 
menores con respecto a las de vancomicina (166, 202). 
 
 Múltiples recurrencias de ICD 
Para posteriores episodios de recurrencia, la recomendación es fidaxomicina vía 
oral (200 mg, 2 veces al día, 10 días) o vancomicina vía oral (125 mg, 4 veces al día, 10 
días) seguida de una terapia de vancomicina en pulsos (125-500 mg/día cada 2-3 días), 
o bien vancomicina (125 mg, 4 veces al día, 10 días) seguida de una terapia en táper 
(dosis decreciente de vancomicina). En el caso de ICDr tras distintos tratamientos 
antibióticos, tanto la guía americana como la europea recomiendan la transferencia de 






2.3.2-Trasferencia de microbiota fecal (TMF) 
El valor del procedimiento de TMF ha acumulado evidencia científica en los últimos 
años y actualmente es la opción terapéutica más efectiva en el tratamiento de la ICDr 
(63, 146). En el año 2013, Van Nood et al. (16), publicaron el primer ensayo 
aleatorizado en el que se demostró la mayor eficacia de TMF (90%) frente a 
vancomicina (36%) para el tratamiento de la ICDr. Actualmente ya hay numerosas 
experiencias publicadas con tasas de curación entre el 80-90% (203, 204). El 
procedimiento consiste en la transferencia de un ecosistema microbiano completo y 
diverso desde un donante sano a un paciente con ICDr (205). La finalidad es la 
restauración o repoblación de la microbiota intestinal dañada por el proceso infectivo de 
C. difficile. No hay un procedimiento estandarizado, pudiéndose administrar a través del 
tracto digestivo superior (tubo duodenal o cápsulas orales) o del tracto digestivo inferior 
(mediante colonoscopia o enemas) (206). Tampoco hay consenso definitivo sobre si se 
deben utilizar deposiciones frescas o congeladas, pero ambas han demostrado buena 
eficacia (207). Las heces liofilizadas cuentan con menores cifras de éxito, pero son una 
alternativa al uso de procedimientos invasivos como la colonoscopia. 
La ICDr es la única indicación del TMF pero es evidente que son numerosos los 
potenciales usos que puede tener este abordaje. Así, podría ser una terapia 
complementaria en el tratamiento de otras enfermedades en los que la disbiosis juega un 
papel importante y para las que ya se han comunicado resultados favorables, como la 
colitis ulcerosa (208–210), la enfermedad inflamatoria intestinal (211) o la encefalopatía 
hepática (212). También se han notificado casos de erradicación de bacterias 
multirresistentes tras un procedimiento de TMF para el tratamiento de la ICDr (Lagier 
et al. 2015), por lo que se postula su empleo frente a la colonización por estos 
microorganismos (215, 216). 
Sin embargo, la TMF no es una técnica exenta de riesgos. El donante debe ser 
sometido a un riguroso cuestionario que avale sus hábitos de vida saludables, además de 
un exhaustivo examen serológico y pruebas de ausencia de bacterias multirresistentes, 
como se recoge en el consenso europeo publicado en el 2017 (206). Aun así, se han 
notificado en la literatura algunos efectos adversos, como infecciones producidas por 
microorganismos presentes en las heces del donante, como norovirus o Clostridium 





Con fecha de noviembre de 2019 se han registrado más de 200 ensayos en los que 





Figura 10. Ensayos clínicos registrados mediante TMF para distintas patologías a fecha 







En los últimos años han aparecido nuevas opciones terapéuticas para el manejo de la 
ICD. En algunos casos, aún no se han realizado ensayos clínicos prospectivos que 
avalen su eficacia o bien, se han completado durante o después de la elaboración de las 
guías, por lo que la recomendación de su uso no aparece reflejada en las mismas.  
 
 Anticuerpos monoclonales 
Actoxumab y bezlotoxumab son dos anticuerpos monoclonales que se unen 
específicamente a las toxinas A y B de C. difficile, respectivamente (220). El uso de 
bezlotoxumab ha demostrado promover tasas de recurrencia menores, mientras que 
Actoxumab no demostró ser superior al placebo ni tampoco produjo un efecto aditivo en 
su empleo junto con bezlotoxumab (221). Por ello, bezlotoxumab ha sido el primer 
agente terapéutico que recibió la aprobación de uso para la prevención de la ICDr (222). 
La vía de administración es intravenosa y se emplea en combinación con vancomicina o 
fidaxomicina. El mecanismo de acción de bezlotoxumab consiste en la neutralización de 
la toxina B de C. difficile (223). Concretamente, bezlotoxumab se une con gran afinidad 
a dos epítopos del dominio CROP en el extremo N-terminal de la toxina B, lo que 
conduce a un bloqueo de los receptores de unión de la toxina, evitando por tanto su 
unión a las células del hospedero (224). 
 
 Cadazolid 
Cadazolid es el primer antibiótico de la clase quinoxolidinona, caracterizado por 
combinar grupos farmacóforos de las oxazolidinonas y de las quinolonas (225). Su 
mecanismo de acción consiste en la inhibición de la síntesis de proteínas y en menor 
medida, en la inhibición de la síntesis del ADN bacteriano (226). Cadazolid demostró 
una potente actividad in vitro frente a C. difficile (227, 228), sin embargo, uno de dos 
ensayos clínicos en fase III no ha logrado el objetivo principal de no inferioridad 
respecto a vancomicina (229), por lo que es una molécula que aún requiere más estudios 
para su uso en el tratamiento de la ICD. 
 
 Surotomicina 
Surotomicina es un nuevo lipopéptido cíclico oral derivado de la daptomicina, que 





(230). Ha demostrado ser activo in vitro frente a aislados de C. difficile, incluso en 
cepas con CMI elevadas a vancomicina y a metronidazol (231). También ha demostrado 
su eficacia en modelos de intestino in vitro, reduciendo el recuento de células viables de 
C. difficile y los niveles de toxina libre (232). Respecto a los resultados obtenidos en 
ensayos clínicos aleatorizados, surotomicina no ha demostrado ser no inferior a 
vancomicina (233, 234), frenando su posicionamiento como alternativa en el 
tratamiento de la ICD. 
 
 Ridinidazol 
Ridinidazol es un nuevo antibiótico heterocíclico que parece actuar afectando a la 
división celular de C. difficile, alargando la célula e inhibiendo la esporulación (235). 
Ha demostrado buena actividad en modelos animales y de intestino in vitro (236). En 
estudios de Fase II, ha demostrado mejor respuesta clínica que vancomicina y menores 
tasas de recurrencia (237). No hay aún disponibles resultados de estudios en fase III. 
 
 Vacunas 
En los últimos años se están desarrollando vacunas que puedan conferir 
inmunidad activa frente a las toxinas de C. difficile, con el objetivo de prevenir a largo 
plazo el desarrollo de ICD. En la actualidad hay 3 vacunas en desarrollo: i) de Sanofi 
Pasteur, a partir de la inactivación con formalina de las toxinas A y B: actualmente se ha 
frenado su desarrollo en fase III por estar lejos de cumplir el objetivo de prevención la 
ICD (238); ii) de Pfizer, en la que las toxinas están modificadas genéticamente: en 
estudio de fase III (239). iii) de Valneva, basada en una proteína recombinante que une 
los dominios C-terminal de las toxinas A y B: ha demostrado buena respuesta inmune y 
seguridad en los estudios de fase II, pero no se ha comenzado un estudio de fase III 
(239). De momento no hay ninguna vacuna comercializada (240). 
 
2.4-EPIDEMIOLOGÍA E INCIDENCIA DE ICD 
Desde principios del siglo XXI, la incidencia de ICD ha aumentado progresivamente en 
todo el mundo. En 2003 se notificó desde Canadá y EE.UU. un aumento no solo de la 
incidencia de ICD sino de la gravedad de los casos y las tasas de recurrencias, en gran 
parte por la irrupción del ribotipo hipervirulento 027 (32, 79, 241). Otros ribotipos 





017 y además se notifican continuamente nuevos clones emergentes (p. ej., ribotipos 
244 o 018).  
 
2.4.1-Epidemiología e incidencia en Europa 
En el estudio multicéntrico de Barbut et al. (14 países, año 2005) la incidencia media de 
ICD fue de 2,45 casos por 10.000 pacientes-día (rango 0,1-7,1) y los ribotipos 
mayoritarios el 001 y el 014/020. Las prevalencia de los ribotipos 027 y 078 fueron del 
6,2 y 3%, respectivamente (242). Tres años más tarde, se realizó un nuevo estudio 
multicéntrico (34 países, año 2008) y se observó un aumento de la incidencia media por 
hospital, de 4,1 casos por 10.000 pacientes-día (rango 0,0-36,3) (83), que a su vez 
coincidía  con aumentos de incidencia notificados en diferentes países en esa época, 
como Finlandia, Dinamarca o España (243–245). Los ribotipos mayoritarios también 
fueron 001 y 014/20 y la prevalencia del 027 fue algo menor (5%). Además, destaca el 
aumento de notificación del ribotipo 078 (8%) (83), lo que coincide con la descripción 
por parte de los investigadores holandeses, de un incremento de la ICD asociada al 078 
entre los años 2005-2008 y la presencia del mismo en granjas de cerdos (39). 
Posteriormente, en el multicéntrico de Davies et al. (20 países. Años 2012-2013) 
también se observó un aumento de la incidencia media por países con respecto a los 
estudios anteriores, de 7,0 casos por 10.000 pacientes-día (rango 0,8-28,7) (246). 
Destaca en este trabajo, además del aumento de incidencia, que el ribotipo 027 fue el 
mayoritario (19%) (247). Aunque con importantes diferencias geográficas, ya que fue el 
mayoritario en Europa del Este y Oeste, pero no se encontró en los países del Norte 
(247).  
Actualmente el ribotipo 027 se ha extendido por todo el continente Europeo, 
notificándose brotes en diversos países como Holanda, España o Polonia (248–250) e 
incluso es el ribotipo más prevalente en algunos países como Portugal (251). Otros 
ribotipos causantes de brotes en Europa son el ribotipo 018, sobre todo en Italia (82, 
252), el 018 en Alemania (253), el ribotipo 017 en Inglaterra (254), y otros ribotipos 
menos comunes como el 826, en Holanda (255). 
 
2.4.2-Epidemiología e incidencia en América 
La primera alarma sobre el cambio epidemiológico se originó en Canadá tras un análisis 
retrospectivo de todos los casos de ICD de Quebec donde se encontró un incremento de 





2003. Este aumento en el número de casos también se asoció con un aumento de casos 
graves (de 7,1% a 18,2%) y de mortalidad a los 30 días (de 4,7% a 13,8%) (152). En 
otro trabajo canadiense se notificó en 2005 una incidencia de 22,5 casos por 1.000 
admisiones con una mortalidad del 6,9% (79). Al mismo tiempo, en EE.UU. también se 
notificó un aumento de la incidencia y la mortalidad entre 1997 y 2001 (149, 256). La 
caracterización de las cepas de estos trabajos reveló que tenían como característica 
común la resistencia a fluoroquinolonas y la producción de una toxina binaria, lo que 
supuso la descripción del ribotipo 027 (241, 257). A partir de la emergencia y 
distribución de este clon en Norte América, se produjo su dispersión global 
prácticamente por todo el mundo (Figura 11) (15). La ICD en 2007 en EE.UU. afectó a 
300.000 pacientes y supuso 14.000 muertes (258, 259). En 2011 aumentó a 500.000 
casos y 29.000 muertes (259), por lo que C. difficile es considerado el principal 
patógeno que causa infección nosocomial en EE.UU. (260). 
La información sobre la incidencia de ICD en otros países del continente 
americano aparte de EE.UU. y Canadá es en general escasa y reducida a brotes 
hospitalarios. En Colombia (2013-2014, 3 hospitales 143 cepas estudiadas) se notificó 
el ribotipo 591 como el más prevalente, seguido del 106 y 002, encontrándose un único 
caso de 027 (261). En Costa Rica se ha descrito 027 y un brote por ribotipo 012, al que 
se le asoció una elevada virulencia (262, 263). También se ha reportado la presencia o 









Figura 11. Eventos de transmisión inferidos del ribotipo epidémico 027. a) Dispersión 
global de los linajes resistentes a fluoroquinolonas (FQ), FQR1 (flechas rojas) y FQR2 
8flechas azules). Países con presencia de 027, resistente o sensible a FQ. b) Llegadas 
inferidas (líneas azules) de FQR2 al Reino Unido (UK). Transmisiones entre el UK 
(líneas rojas). Adaptado de He et al. (15). 
 
2.4.3-Epidemiología e incidencia en Asia, Australia y África 
Los resultados de un metaanálisis en Asia durante 2000-2016 estimaron que la 
incidencia media era de 5,3 casos por 10.000 pacientes-día, con una mortalidad del 
8,9%. La proporción de 027 solamente fue del 0,3%, mientras que el ribotipo más 
prevalente fue 017 (14%) (267). Posteriormente otros autores han descrito al ribotipo 
017 como el mayoritario en Asia (268), causando brotes en Japón, Taiwán, Tailandia, 
China y Corea del Sur (269–272).  
El 027 se notificó por primera vez en Australia en 2009, pero nunca ha sido 
predominante (273, 274), ya que dominan 014/020, 056 y 002 (275, 276). Sin embargo, 
en 2014, se describió la emergencia del ribotipo 244, productor de toxina binaria y 
relacionado genéticamente con el 027 (277).  
En África los datos de ICD se reducen a comunicaciones en grupos particulares de 
pacientes o experiencias de únicos hospitales. En general se trata de una infección 
infradiagnosticada, por lo que hay una percepción de baja prevalencia. En Sudáfrica, en 
un estudio en dos centros especializados en tuberculosis, se documentó una prevalencia 
de 7 casos por 10.000 admisiones, causando el ribotipo 017 el 95% de los casos (278). 
En Nigeria, se documentó una prevalencia de 43% de ICD en una población de 





difficile toxigénico en pacientes ambulatorios con diarrea fue del 8,5% (280), mientras 
que en Tanzania en pacientes hospitalizados fue del 6,4% (281). 
 
2.4.4-Epidemiología e incidencia en España 
Al igual que en el resto de Europa, en España se ha notificado un importante aumento 
de la incidencia de ICD a partir del año 2000 (282), aunque aún se mantienen tasas 
inferiores a las de EE.UU. o Europa. Entre 1997 y 2005 se encontró una media 4,1 
casos por 10.000 altas hospitalarias (2,5 veces más alto en el grupo >65 años respecto al 
de 45-64 años), con una tendencia anual creciente (243). Entre 1999 y 2007 también se 
registró un incremento de la prevalencia de ICD desde 3,9 a 12,2 casos por 10.000 
pacientes hospitalizados (283). En el año 2007 se realizó un estudio multicéntrico, en el 
que la incidencia media en España fue de 17,1 casos por 10.000 ingresos (284). En 2012 
se estimó que la ICD adquirida en el hospital fue de 2,4 casos por 1.000 ingresos y 3,8 
por 10.000 pacientes-día (285). En ese mismo año, la media Europea fue de 7,0 casos 
por 10.000 pacientes-día (246). La incidencia en Unidades de Cuidados Intensivos 
(UCI), parece ser baja (0,34%) de acuerdo a un estudio multicéntrico con 26 UCIs 
(286). 
La aplicación de técnicas de Biología Molecular en España, en general ha sido 
escasa, por lo que no podemos conocer con seguridad la prevalencia de los ribotipos 
hipervirulentos. En el año 2012, en un estudio multicéntrico español con participación 
de 118 laboratorios, no se detectó ningún caso de 027 (285), siendo los ribotipos más 
prevalentes el 001, 014 y el 078/126 (285). Tampoco se detectó 027 en España en los 
multicéntricos Europeos del 2008 y 2012-2013 (83, 247). Los primeros casos 
notificados de 027 en nuestro país datan de 2007 y correspondieron a una paciente 
trasladada desde un hospital de Inglaterra y una técnico que lo adquirió en el 
laboratorio, ambos en un hospital de Madrid (287), y se describió otro caso importado 
de 027 desde Portugal en otro hospital de Madrid (288).  
En 2014 se documentó el primer brote de 027 en España, afectado a 141 pacientes 
en un mismo hospital (250). Recientemente se han publicado nuevos estudios 
epidemiológicos, con la notificación de un único caso de 027 y predominando los 
ribotipos 106, 078/126 o 014 (289, 290). En un multicéntrico en UCIs también se 
encontraron dos cepas (286) y se han comunicado casos puntuales o situaciones de brote 
en 3 hospitales de la Comunidad de Madrid y Canarias (Datos no publicados. 





2.5-PREVENCIÓN Y CONTROL DE LA ICD 
El aumento global de la incidencia de la ICD junto con la alta morbilidad y mortalidad 
asociada a algunos de los ribotipos y grupos de pacientes, hacen necesaria la toma de 
medidas para limitar la ICD y reducir las tasas de infección nosocomial. La mayoría de 
los esfuerzos en la prevención se basan en el control de la transmisión a partir de los 
pacientes sintomáticos (68, 294). Se recomienda el uso de medidas de protección 
personal (batas y guantes desechables) y precauciones de contacto a toda persona que 
visite al enfermo (tanto personal sanitario como familiares) y las precauciones de 
contacto se deben mantener al menos hasta pasadas 48 horas desde la finalización de la 
diarrea (63). Es preferible además, que los pacientes se encuentren en habitaciones 
individuales y sobre todo, con acceso a un baño propio (295). El lavado de manos del 
personal sanitario es una medida fundamental para prevenir la transmisión y se debe 
realizar antes y después del contacto con el paciente, y en general, se recomienda el 
lavado de manos con agua y jabón en vez del empleo de productos con alcohol (63, 
296). También se recomienda la limpieza de las manos de los pacientes y la ducha, 
puesto que se reduce la contaminación de las superficies a través de su piel y además, la 
posibilidad de recurrencia por medio de la contaminación con las mismas esporas (297, 
298). En cuanto a las habitaciones de pacientes con ICD, se recomienda realizar 
limpieza diaria con un agente esporicida, así como en el momento del alta del paciente, 
ya que reduce las tasas de infección (299). 
La búsqueda de C. difficile como método de cribado en pacientes asintomáticos 
no está recomendada y tampoco en personal sanitario (294). Sin embargo, la educación 
del personal sanitario es una de las mejores medidas de control y prevención de la ICD, 
con el objetivo de aumentar el conocimiento sobre los reservorios y fuentes de 
transmisión. Estas medidas también se deben hacer extensivas al personal de limpieza y 
a las visitas y acompañantes del paciente (300). 
Los programas de optimización de uso de los antibióticos (PROA, en España) son 
una herramienta efectiva en la prevención y control de la ICD (301); En sendos trabajos 
realizados en el Reino Unido basados en la restricción de ciertos antibióticos, se 





























HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Se ha comunicado un aumento considerable de la prevalencia de la ICD en diferentes 
países, y aunque parece que en España este aumento no es tan grande, la realidad es que 
no se ha analizado suficientemente y no se conocen bien los valores de prevalencia. Al 
inicio de esta Tesis Doctoral, en 2015, la epidemiología de la ICD no había sido 
suficientemente estudiada en nuestro Hospital, nuestra situación era aparentemente 
estable, sin brotes y con valores de incidencia estables en los últimos años. Sin 
embargo, existía la sospecha de que el ribotipo 027 pudiera ya estar en nuestro hospital, 
ya que se había detectado un brote importante en otro hospital de la Comunidad de 
Madrid, pero en aquel momento no se tipificaban las cepas y por tanto no había 
evidencia de la irrupción de dicho ribotipo. 
Durante los inicios de esta Tesis también se publicó el primer ensayo clínico, 
llevado a cabo en Holanda, sobre la aplicabilidad de TMF en el tratamiento de la ICD. 
El Servicio de Microbiología, junto con el Servicio de Gastroenterología y Hepatología 
y el Servicio de Enfermedades Infeccionas, constituyeron entonces el primer grupo de 
trabajo que desarrolló e implantó un programa de TMF en nuestro país. 
 
Así pues, la Hipótesis que nos planteamos en esta Tesis Doctoral fue que el 
ribotipo 027 podría causar ICD en nuestro Hospital y que deberíamos conocer sus rutas 
de transmisión y su epidemiología en nuestra institución. 
 
OBJETIVO GENERAL 
El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue implantar las técnicas de ribotipificación 
y de SGC para analizar la epidemiología molecular de C. difficile en nuestro hospital e 
investigar las posibles rutas de transmisión de este patógeno.  
 
OBJETIVOS ESPECIFICOS 
1. Estimar la incidencia de ICD en nuestro hospital y describir su epidemiología.  
2. Detectar los ribotipos emergentes o nuevos ribotipos. 
3. Diferenciar entre recaída y reinfección en los episodios de ICDr. 
4. Analizar la transmisión de C. difficile en el hospital, principalmente entre los 
ribotipos mayoritarios. 
5. Participar en el protocolo de TMF implementado en nuestro hospital y estudiar los 











































MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1 - Diseño y población de estudio 
El estudio se realizó entre enero de 2013 y diciembre de 2018 en el Hospital 
Universitario Ramón y Cajal, hospital terciario de la Comunidad de Madrid que atiende 
a una población aproximada de 560.000 habitantes. Se trató de un estudio descriptivo y 
retrospectivo, en el que se incluyó a todos los pacientes con diagnóstico de diarrea 
asociada a C. difficile. Se recogieron los datos demográficos (edad y sexo), servicio 
médico de ingreso, fecha de admisión y fecha de alta hospitalaria de los casos, 
empleando el sistema informático del Servicio de Microbiología y la historia clínica 
electrónica. En este estudio no se incluyó la recogida de datos clínicos, comorbilidades 
o factores de riesgo, puesto que la finalidad no consistía en la búsqueda de una presunta 
relación causa-efecto. El análisis de los datos fue descriptivo. Los valores de las 
variables fueron expresados como medias ± desviación estándar (DE), medianas y 
rangos intercuartílicos (IQR) o porcentajes. El Comité de Ética de nuestro Hospital 
aprobó el estudio (no. 266-17), y el consentimiento informado de los pacientes no fue 
necesario, debido a que no hubo intervención clínica. 
 
2 - Definición de caso, nuevo caso y recurrencia 
Se definió como caso a todos los pacientes mayores de 2 años de edad que presentaron 
síntomas compatibles con ICD y en los que se obtuvo un resultado positivo en las 
pruebas de laboratorio para la detección de toxina de C. difficile en muestra de heces; 
como episodio nuevo a los pacientes con un primer episodio de ICD o bien si el 
episodio en estudio ocurría tras 8 semanas del episodio previo; y finalmente 
recurrencia a los episodios de ICD que transcurrieron entre 2 y 8 semanas posteriores a 
un episodio anterior de ICD. 
 
3 - Diagnóstico de ICD 
El método de cribado para la detección de C. difficile toxigénico consistió en la 
detección de GDH mediante EIA (C Diff Quik Chek, Techlab, Blacksburg VA, EEUU), 
descartándose la ICD en los casos con resultado negativo. Si la GDH fue positiva, se 
realizó la detección de toxina libre en las heces mediante EIA (TOX A/B Quik Chek, 
Techlab, Blacksburg VA, EEUU), confirmándose la ICD si el resultado fue positivo. En 
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determinación de toxina por EIA, se realizó un tercer paso en el que se estudió la 
presencia del gen que codifica la toxina B (tcdB) mediante TAAN (BD MAX Cdiff 
assay, BD Diagnostic, Franklin Lakes, NJ, EEUU). En todos los casos con resultado 
positivo para GDH, se realizó el cultivo de heces en el medio cromogénico específico 
C. difficile ChromID agar (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France), realizándose la lectura 
de las placas a las 48 horas de incubación a 37ºC en condiciones de anaerobiosis. Las 
colonias con morfología compatible con C. difficile se identificaron mediante MALDI-
TOF MS (Bruker-Daltonics, Bremen, Alemania). 
El flujo de trabajo establecido en nuestro laboratorio determina que los casos con 
toxina positiva se comunican al Servicio de Enfermedades Infecciosas (24 horas/7días), 
quien evalúa la mejor opción terapéutica para el paciente. Si el paciente se encuentra 
ingresado en el hospital, los casos se notifican también al Servicio donde se encuentre el 
paciente y al Servicio de Medicina Preventiva. Desde el año 2013, se llevan a cabo 
medidas que implican precauciones de contacto con los pacientes diagnosticados por 
ICD, y estas incluyen el aislamiento de los pacientes en habitaciones individuales con 
baño privado y el uso de precauciones de barrera (disposición de guantes y bata 
desechables en la entrada de la habitación). Entre los protocolos de limpieza, se incluye 
la desinfección con hipoclorito sódico (2,500 partes por millón) de paredes, suelo y 
fómites de las habitaciones. 
 
4 – Origen del caso de ICD 
El origen de la ICD viene determinado por el momento y lugar de aparición de los 
síntomas. En función de la fecha de admisión y del alta hospitalaria, de la fecha de 
diagnóstico de la ICD y de la existencia o no de estancias previas en una institución 
sanitaria, se emplea una definición de origen de la ICD previamente establecido (63, 
181, 192). Se definieron las siguientes categorías: i) HO (ICD de adquisición 
hospitalaria e inicio en el hospital), ii) CO-HCFA (ICD de adquisición hospitalaria e 
inicio en la comunidad), iii) CA (ICD de adquisición en la comunidad) y iv) 
indeterminado, todas ellas representadas en la Figura 12. Por último, se empleó 
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- HO: Adquisición hospitalaria. Cuando el inicio de los síntomas tiene lugar en el 
hospital en el tercer día de ingreso o posterior. 
- CO-HCFA: Adquisición hospitalaria de inicio en la comunidad. Aparición de 
los síntomas en la comunidad, dentro de las 4 semanas posteriores a la 
finalización de un ingreso hospitalario previo. 
- CA: Adquisición en la comunidad. Los casos en los que no haya habido una 
estancia hospitalaria en las 12 semanas previas al inicio de los síntomas. Los 
síntomas pueden iniciarse en la comunidad o el mismo día del ingreso o en el día 
siguiente.  
- Indeterminado: Aquellos casos en los que el paciente tuvo una estancia 
hospitalaria en el periodo de tiempo comprendido entre las 4 y 12 semanas 
previas del inicio de los síntomas. 
 
  
Figura 12. Línea de tiempo que representa la clasificación del origen de la ICD con 
fines de vigilancia y control de infección. Los casos en los que la aparición de los 
síntomas se produce en la zona marcada con asterisco (*), se clasifican como CO-
HCFA si el paciente ha sido dado de alta de una institución sanitaria durante las 4 
semanas previas, se clasifican como indeterminados si ha sido dado de alta entre las 4 y 
12 semanas previas, o se clasifican como CA si el paciente no ha sido dado de alta en 
las 12 semanas previas. Modificado de Cohen et al. (181). 
 
4 – Incidencia de ICD, estancia hospitalaria y tiempo hasta el diagnóstico 
Las tasas de ICD se determinaron calculando la densidad de incidencia de los casos 
relacionados con la adquisición hospitalaria de inicio en el hospital (HO). Se expresó 
por el número de pacientes por día. 
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Se determinó la incidencia acumulada de los casos CO-HCFA, expresada por el 
número de admisiones. 
 
- Incidencia acumulada de CO-HCFA: Número de nuevos casos CO-HCFA por 
1.000 admisiones. 
 
Se determinó la incidencia acumulada de los casos CA, expresada por el total de 
la población. 
 
- Incidencia acumulada de CA: Número de nuevos casos CA por 100.000 
habitantes. 
 
Para el cálculo de los pacientes-día se consideró la suma de días en los que una 
cama estaba ocupada por un paciente hospitalizado. Se incluyeron todos los pacientes 
hospitalizados en el denominador, incluyendo niños menores de 2 años de edad. No se 
incluyeron pacientes del hospital de día que no pasaron la noche en el hospital, ni 
pacientes atendidos en el Servicio de Urgencias, ni los pacientes dializados. 
 
En los casos clasificados como HO, se calculó la mediana de la estancia 
hospitalaria y la mediana del tiempo transcurrido entre la admisión hospitalaria y la 
aparición de la ICD.  
 
En los casos clasificados como CO-CHFA, se calculó la mediana de la estancia 
hospitalaria que precedió a la ICD y la mediana del tiempo transcurrido entre el alta 
hospitalaria y la aparición de la ICD. 
 
6 – Análisis molecular de los aislados clínicos de C. difficile 
Siguiendo el algoritmo diagnóstico empleado durante el periodo de estudio, en los casos 
diagnosticados de ICD, se realizó el cultivo de la muestra de heces en medio 
cromogénico de C. difficile. Una vez identificados, los aislados fueron congelados en 
viales con leche semidesnatada. Posteriormente, en dichos aislados se testó la presencia 
de los genes que codifican las toxinas A (tcdA) y B (tcdB), la toxina binaria (cdtA y 
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genes se realizó empleando ADN genómico extraído con el kit comercial QiAmp 
(Qiagen GmbH, Hilden Alemania). Para dicha extracción, se partió de un inóculo 
bacteriano en medio líquido cerebro-corazón (BHI) incubado durante la noche anterior a 
37ºC en condiciones de anaerobiosis. Como parte del protocolo de extracción del ADN, 
y para favorecer la ruptura celular, se realizó una digestión con lisozima y proteinasa K. 
El lisado bacteriano final se centrifugó y el sobrenadante se purificó mediante columnas 
de sílice. El ADN obtenido se eluyó en agua estéril. Los productos amplificados en 
todas las reacciones se separaron por electroforesis en gel de agarosa disuelta en tampón 
TBE (0,5X) (Tris Borato, EDTA) y se visualizaron tras tinción con GelRed
TM
 (Biotium, 
Hayward, CA, EE.UU.). A partir del mismo extracto genómico se realizó la 
ribotipificación de los aislados, mediante PCR y posterior electroforesis capilar. 
 
6.1 – Detección de toxinas A, B y toxina binaria  
La amplificación de los genes que codifican las toxinas A (tcdA), B (tcdB) y toxina 
binaria (CDT, cdtA y cdtB) se realizó siguiendo un protocolo de PCR múltiple 
previamente descrito (304). Los cebadores empleados (tcdA-F3345, tcdA-R3969, tcdB-
F5670, tcdB-R6079A, tcdB-R6079B, cdtA-F739A, y cdtA-F739B) y las condiciones 
utilizadas se recogen en la Tabla 3. Se emplearon como controles 4 aislados 

























). Las cepas que no expresan 
la toxina A (por delecciones), no son identificadas con estos cebadores (ej. ribotipo 
017). 
 
6.2 – Detección del gen tcdC 
El análisis del gen tcdC se realizó siguiendo el protocolo previamente publicado (305). 
Los cebadores (C1 y C2) y las condiciones utilizadas se recogen en la Tabla 3. Los 
fragmentos amplificados se secuenciaron con un analizador genético ABI PRISM 3100 
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) y las secuencias nucleotídicas se analizaron 
con el programa BLASTn (Nucleotide Collection database at 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov). 
 
6.3 – Análisis de las deleciones del gen tcdC 
Las deleciones en el gen tcdC se caracterizaron con un protocolo ya descrito (306), y los 
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Se emplearon como controles 4 aislados previamente caracterizados que se 
correspondían con los ribotipos 001 (sin deleción), 014 (sin deleción), 078 (deleción de 
39 pares de bases) y 027 (deleción de 18 pares de bases). 
6.4 – Ribotipificación mediante PCR y electroforesis capilar 
La determinación de los ribotipos de los aislados de C. difficile se realizó siguiendo el 
protocolo de PCR descrito por Bidet et al. (134). El posterior análisis mediante 
electroforesis capilar se realizó siguiendo el protocolo de Fawley et al. (132). El 
cebador 16S se marcó en la posición final 5’ con el fluoróforo 6-FAM. Los fragmentos 
obtenidos se analizaron empleando el analizador genético con electroforesis capilar ABI 
PRISM 3100 (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA). Finalmente, el ribotipo se 
asignó empleando la base de datos WEBRIBO (https:/webribo.ages.at/), que permite el 
análisis de los patrones de bandas obtenidos (136). Los cebadores empleados (16S y 
23S) y las condiciones utilizadas se recogen en la Tabla 3. Se emplearon como 
controles 4 aislados previamente caracterizados que se correspondían con los ribotipos 
001, 014, 078 y 027. Se definió la diversidad genética anual de los ribotipos causantes 
de ICD como el ratio entre el número de ribotipos diferentes en cada año de estudio y el 
número total de cepas analizadas en su año correspondiente. En los casos en los que se 
pudo comparar a nivel molecular las cepas causantes del episodio inicial con cepas 
causantes de episodios de ICDr, se determinó si la recurrencia se debió a un proceso de 
recidiva (mismo ribotipo) o reinfección (distinto ribotipo). 
Para comparar la diversidad de ribotipos encontrados en cada año de estudio, 
ambiente hospitalario o comunitario y entre distintos grupos de edad, se empleó el 
índice recíproco de Simpson (307). El recíproco de Simpson asegura que el valor del 
índice aumente con el incremento de la diversidad. La fórmula empleada fue la 
siguiente: 
- Índice de Simpson, 𝐷 = 1 - Ʃ (𝑛-1) / (𝑁-1) 
- Índice recíproco de Simpson, 1/D 
Siendo n el número de cepas de cada ribotipo y  
N el número total de cepas. 
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Tabla 3. Cebadores y condiciones empleados en el análisis molecular de los aislados de 
C. difficile. 
 
GENES CEBADORES CONDICIONES 
Toxinas    
tcdA-F3345 GCATGATAAGGCAACTTCAGTGGTA 
94ºC, 3' 














C1 TTAATTAATTTTCTCTACAGCTATCC 94ºC, 5' 
(94ºC, 1'; 50ºC, 1'; 72ºC, 1')x 30 
72ºC, 3' 
C2 TCTAATAAAAGGGAGATTGTATTATG 
Deleción en tcdC 
 
tcdC-F252 CATGGTTCAAAATGAAAGACGAC 94ºC, 3' 





16S GTGCGGCTGGATCACCTCCT 95ºC, 15' 




7 – Secuenciación de genoma completo (SGC) 
La SGC de los aislados de C. difficile se realizó en colaboración con el grupo de 
investigación del Dr. Ulrich Nübel, en el Instituto de Investigación Leibniz DSMZ, 
localizado en Braunschweig, Alemania. Los aislados en los que se realizó se 
seleccionaron de la siguiente manera: 
- Aislados de los ribotipos de los que se habían encontrado 2 o más cepas durante 
el periodo de estudio entre enero de 2014 a diciembre de 2016, con el fin de 
establecer si existía relación clonal entre los aislados obtenidos de diferentes 
pacientes. 
- Cepas de casos con ICDr (aislados iniciales y recurrentes), con el fin de 
establecer si la ICD recurrente se debía a casos de recidiva (mismo aislado) o 
reinfección (diferente). 
- Finalmente, se incluyeron aislados de pacientes que habían sido tratados 
mediante TMF y que fueron obtenidos después del procedimiento, con el fin de 
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La SGC se realizó empleando ADN genómico extraído con el kit comercial 
DNeasy Blod & Tissue kit (Qiagen GmbH, Hilden Alemania). La preparación de las 
librerías de secuenciación se realizaron siguiendo el protocolo previamente descrito por 
Steglich et al. (308). La secuenciación se llevó a cabo con la tecnología Illumina 
NextSeq 500 y el kit Mid-Output (Illumina) con 300 ciclos. Las lecturas obtenidas tras 
la secuenciación se mapearon con el genoma de referencia de C. difficile R20291 
(Ribotipo 027, secuencia con nº de acceso FN545816, del Archivo Europeo de 
Nucleótidos) usando el programa BWA-MEM (versión 0.7.12) (309). La variación en 
las secuencias se detectó empleando VarScan2 (versión 2.3) (308, 310). La variación en 
las secuencias producida por eventos de recombinación se detectó y eliminó mediante el 
análisis con ClonalFrameML (versión 1.11) (311). Posteriormente se determinó las 
distancia entre las secuencias mediante el análisis por pares de secuencias (312) y se 
construyeron árboles de máxima verosimilitud empleando los programas PhyML y 
Seaview 4 (http://doua.prabi.fr/software/seaview).  
Para calcular la proporción de las posibles transmisiones entre los casos de ICD, 
se consideraron los receptores de eventos de transmisión entre abril de 2014 y diciembre 
de 2016. Se excluyó el periodo de los tres primeros meses (enero-marzo de 2014), 
siguiendo un protocolo previo (312), debido a que la fuente de transmisión de ICD 
durante los tres primeros meses del estudio pudo haber tenido lugar en el año 2013 y 
por tanto no estar incluida entre los datos. Se consideró el punto de corte 2 SNPs 
propuesto por Eyre et al. (17), que determina que si en una pareja de genomas de 2 
pacientes diferentes existe una diferencia 2 SNPs, esta relación es compatible con un 
evento de transmisión hospitalaria. 
Se consideró transmisión directa si los eventos de transmisión ocurrieron entre 
pacientes que habían compartido tiempo y espacio en el hospital; mientras que se 
denominó como de transmisión indirecta a los siguientes casos: i) si los pacientes 
habían compartido tiempo en el hospital, pero encontrándose en diferente servicio 
médico; ii) si los pacientes compartieron servicio médico, pero en un momento 
diferente; iii) o si no compartieron tiempo ni espacio. 
Este punto de corte (2 SNPs) también se aplicó para distinguir entre los 
episodios de recurrencia (recidiva o reinfección) de los pacientes en los que se estudió 
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de C. difficile tras la realización de un TMF. Todos los genomas secuenciados se 
pueden encontrar en el European Nucleotide Archive (www.ebi.ac.uk/ena) con el 
nombre de estudio PRJEB28391. 
 
8 – Estudio molecular de un brote de ICD causado por el ribotipo 018 
En julio de 2013 se detectó un clúster de casos de ICD en el Servicio de 
Gastroenterología de nuestro Hospital. En aquel momento, por mediación del Servicio 
de Medicina Preventiva, se implantaron medidas de control para minimizar la 
transmisión, que incluyeron: i) adopción de precauciones de transmisión por contacto de 
pacientes ante sospecha o confirmación de ICD, ii) limpieza y desinfección exhaustiva 
de toda la unidad con hipoclorito sódico (5.000 ppm), iii) sesiones de información a los 
profesionales con refuerzo de higiene de manos con agua y jabón antiséptico de 
clorhexidina-4%, iv) vigilancia activa para detección precoz de nuevos casos y 
v) control de reingresos con aislamiento preventivo. 
Como parte del estudio molecular de los casos de ICD en la presente Tesis 
Doctoral (2013–2018), estuvieron incluidos los aislados que produjeron el brote de 
Gastroenterología en el año 2013. Se realizó la ribotipificación por PCR y posterior 
electroforesis capilar y se secuenció el genoma completo de parte de los aislados, 
siguiendo la metodología descrita en el apartado 7. Estos aislados no se incluyeron en 
los cálculos de la frecuencia y rutas de transmisión descritos en el capítulo 2 de 
resultados, por no pertenecer al periodo 2014-2016. 
 
9 – Transferencia de microbiota fecal (TMF) 
En marzo de 2015 se creó el Comité de TMF en nuestro Hospital que está compuesto 
por un equipo multidisciplinario que engloba al Servicio de Enfermedades Infecciosas 
(Dr. Javier Cobo), al Servicio de Gastroenterología y Hepatología (Dr. Antonio López-
Sanromán, Dr. José Ramón Foruny, Dra. Beatriz Peñas, y Dra. Ana García) y al 
Servicio de Microbiología y Parasitología (Dra. Rosa del Campo). Este comité sigue las 
recomendaciones establecidas por las guías europeas para el TMF en ICDr, y es 














































Los resultados de este trabajo se han estructurado en los siguientes capítulos: 
 
 En el primer capítulo describimos de forma retrospectiva la incidencia de ICD en 
nuestro Hospital durante un periodo de 6 años (2013-2018), junto con los datos 
epidemiológicos, las variables demográficas, y los estudios moleculares analizados 
en dicha patología. 
 
 En el segundo capítulo, mediante la aplicación de la SGC, se analizan las rutas y 
frecuencias de transmisión de los principales ribotipos identificados durante 3 años 
(2014-2016). Del mismo modo se incluye la descripción y el estudio molecular de 
un brote ocurrido en el Servicio de Gastroenterología en el año 2013. 
 
 En el tercer capítulo se desarrolla la implementación de la TMF como herramienta 
ecológica en Microbiología para el tratamiento de la ICDr. Se adjunta el protocolo 
puesto a punto en este Servicio, los principales resultados de las intervenciones 
realizadas y se documenta el primer caso de erradicación de un microorganismo 











CAPÍTULO 1: Epidemiología de la ICD (2013-2018) 
 
1.1 Descriptivo casos totales 
Durante los 72 meses en los que se realizó el estudio (2013-2018) se recibieron en el 
Servicio de Microbiología 18.341 muestras de heces de pacientes con diarrea, para el 
diagnóstico de ICD (Tabla 4). Se observó un aumento progresivo del número de 
peticiones desde el primer año de estudio (desde 2096 peticiones anuales hasta >3700). 
Este aumento es más evidente si se remonta a años previos del estudio, no incluidos en 
el presente trabajo (p. ej., año 2009, 1733 determinaciones; año 2010, 1880, 
determinaciones). La diferencia en el número de peticiones entre el año 2009 y el 2018 
supone un incremento del 116,4%. 
La determinación de toxinas aumentó en el año 2012, con respecto a los años 
anteriores (2009-2011, datos no incluidos), coincidiendo con la introducción del 
diagnóstico mediante inmunocromatografía. Posteriormente, volvió a aumentar a partir 
del año 2014, con la introducción de la técnica molecular del Sistema BD MAX en la 
rutina diagnóstica. Sin embargo, el porcentaje de resultados positivos se mantuvo en 





























































































































































































































































































































































































































































































































































Tras la eliminación de peticiones duplicadas y casos considerados como 
recurrencias, finalmente, fueron identificados 1.195 nuevos casos de ICD durante el 
periodo de estudio. Los pacientes fueron diagnosticados mediante la detección de toxina 
directa (GDH y toxina positivos) en el 54,2% de los casos (n=648) mientras que el 
41,8% (n=500), fue diagnosticado mediante técnica molecular (GDH positivo/toxina 
negativa/TAAN positivo). Además, el 3,9% (n=47) fue diagnosticado mediante cultivo 
toxigénico. Este último grupo de pacientes corresponde mayormente al año 2013 y 
principios del 2014, cuando aún no se disponía de una técnica de diagnóstico molecular 
en el Servicio de Microbiología (Figura 13). 
El 55,6% (n=664) de los pacientes fueron mujeres. La edad media de estos fue 
de 69,4 años (±18,83), siendo la edad media en las mujeres de 70,1 años (±18,85) y en 
los varones de 68,7 años (±18,83). El 47,9% de los pacientes eran mayores de 75 años, 
mientras que los pacientes con una edad igual o menor de 15 años representaron el 1,1% 
de los casos. El grupo de edad que aportó mayor número de pacientes fue el de 76 a 90 












Figura 14. Distribución de los casos totales de ICD por grupos de edad. 
 
La mayoría de los casos (65,9%) se relacionaron con la asistencia sanitaria, siendo 
el 50,0% HO y el 16,0% CO-HCFA. Los casos asociados a la comunidad representaron 
el 26,9%, mientras que el 7,1% se clasificaron como indeterminados. La proporción de 
casos comunitarios aumentó con los años (del 21,4% en 2013, al 30,6% en 2018), 
mientras que descendió en los casos HO (del 57,2% en 2013, al 44,1% en 2018). 
También aumentó la frecuencia de casos clasificados como indeterminados (del 2,9% 




Figura 15. Distribución de los casos según lugar de adquisición. HO: Adquisición 
hospitalaria de inicio en el hospital. CO-HCFA: Adquisición hospitalaria de inicio en 







Los casos de adquisición hospitalaria (HA) se detectaron en 30 Servicios Médicos 
diferentes, siendo el más frecuente el Servicio de Medicina Interna (23,0%; 181 casos), 
seguido de Gastroenterología (11,7%; 92 casos), Cirugía General (10,5%; 83 casos) y 
Oncología (8,5%; 67 casos). El resto de casos correspondió a los Servicios de 
Hematología (6,6%), Nefrología (5,8%), Traumatología (5,2%) y Enfermedades 
Infecciosas (4,7%). Servicios menos representados, se muestran en la Figura 16. La 
mayoría de los casos (70,0%;) se produjeron en los Servicios de Especialidades 
Médicas. En los Servicios de Especialidades Quirúrgicas se registró el 25,1%, mientras 
que en las UCIs el 3,4%. En los casos HO la estancia hospitalaria fue de 19 días (IQR, 
11-34), con un período de 9 días (IQR, 9-17) desde el ingreso hasta el desarrollo y 
diagnóstico de la ICD. Cuando la enfermedad era de adquisición hospitalaria pero su 
inicio ocurría en la comunidad (CO-HCFA), la estancia hospitalaria era de 9 días (IQR, 
5-16,5 con una mediana de 12 días (IQR, 7-20 días) desde el alta hospitalaria hasta el 





Figura 16. Distribución por servicios médicos de los casos de adquisición hospitalaria. 
En Otros se agrupan los siguientes servicios, ordenados por número de casos: 
Cardiología, UCI-médica, UCI-quirúrgica, Cirugía Cardiaca, Neurocirugía, Neurología, 
Reumatología, UCI-Coronaria, Cirugía Plástica, Ginecología, Cirugía Maxilofacial, 





Durante los años de estudio (2013-2018) el número total de estancias en el 
hospital fue de 1.420.027, mientras que el número de pacientes ingresados fue de 
190.745. La población que atiende el Hospital Universitario Ramón y Cajal es 
aproximadamente de 560.000 habitantes. El análisis de los resultados nos mostró que la 
densidad de incidencia global de ICD de los casos HO fue de 4,2 por 10.000 pacientes-
día, en los casos CO-HCFA de 1,0 por 1.000 admisiones, y los CA de 9,6 por 100.000 
habitantes (Tabla 5). Globalmente, se observó un aumento, tanto en los casos 
relacionados con la asistencia sanitaria (HO y CO-HCFA), como en los casos 
adquiridos en la comunidad (CA). Los casos HO aumentaron durante el periodo de 
estudio, desde los 3,9 a los 4,8 casos por 10.000 pacientes-día en los años 2013 a 2018, 
respectivamente. La incidencia acumulada de casos CO-HCFA se mantuvo 
prácticamente constante. El mayor aumento se observó en la incidencia acumulada de 































































































































































































































































































































































































































































































Durante los 6 años de estudio, un total de 197 casos cumplieron la definición de 
episodio de ICDr (reaparición de diarrea con un test de diagnóstico positivo) entre las 2 
y las 8 semanas posteriores a un episodio de ICD previo. La proporción de pacientes 
con ICDr fue del 16,5%, similar entre hombres (16,6%) y mujeres (16,4%). El año con 
mayor proporción fue 2014 (19,1%), mientras que el año con menor proporción fue 
2013 (11,6%). La mediana de días transcurridos entre el episodio inicial de ICD y el de 
ICDr fue de 27 días (IQR, 21-35). La mayoría de los episodios de ICDr ocurrieron 
durante la 3ª (22,9%) y la 4ª (28,9%) semana. En 46 pacientes (23,3%) se produjo un 
segundo episodio de ICDr, siendo la mediana de días transcurridos entre el primer 
episodio de ICDr y el segundo de 29,5 días (IQR, 24-38). En 11 (23,9%) pacientes 
ocurrió un tercer episodio de ICDr, y finalmente, un paciente presentó 4 episodios y 
otro paciente, 7 episodios. 
 
1.2- Epidemiología molecular de la ICD (2013 – 2018) 
De los 1.195 casos detectados, se realizó una selección en base a los criterios explicados 
en la sección de Material y Métodos, realizando la caracterización molecular de 760 
aislados de diferentes episodios de infección (63,6%). La distribución de los aislados 
estudiados durante los 6 años de estudio fue homogénea, correspondiendo al 64,0% de 
los casos de adquisición hospitalaria y al 61,8% de los casos comunitarios (Tabla 6). 
 
Tabla 6. Distribución de los aislados caracterizados molecularmente por año de estudio 
respecto al total de casos anuales. 
 Total casos Casos Caracterizados Porcentaje (%) 
2013 173 92 53,2 
2014 168 104 61,9 
2015 193 122 63,2 
2016 228 140 61,4 
2017 188 123 65,4 
2018 245 179 73,1 








Distribución global de los ribotipos de C. difficile  
Los 760 aislados de C. difficile estudiados se agruparon en 124 ribotipos, lo que indica 
una elevada diversidad genética entre nuestra población. Es importante destacar que el 
64,7% de todos los casos de ICD diagnosticados en nuestro centro correspondieron a 5 
ribotipos (078, 106, 014/20, 027 y 001), mientras que por el contrario, otros 70 ribotipos 
diferentes estuvieron representados únicamente por un aislado (Figura 17). El 27,6% 
(n=210) de los aislados portaba genes para la producción de toxina binaria. Los 
ribotipos 027, 176 y AI-33 presentaron una deleción de 18pb en el gen tcdC; los 
ribotipos 078, 066, 229 y 413 una deleción de 39pb y los ribotipos 023 y 438, una 




Figura 17. Distribución global de los ribotipos. Se representan los que tienen al menos 
un número igual o mayor a 7 aislados. En Otros se engloban 4 ribotipos con 6 aislados 
cada uno, 2 con 5, 2 con 4, 10 con 3, 24 con 2 y 70 ribotipos representados únicamente 







El predominio de los 5 ribotipos mayoritarios fue constante si bien con pequeñas 
variaciones en cada año. La excepción se encontró en el año 2013, donde el ribotipo 018 
se aisló con una frecuencia del 13,0% (n=15), situándose como el tercer ribotipo más 





Figura 18. Distribución de los principales ribotipos por año de estudio. 
 
La diversidad de ribotipos en cada año de estudio, expresada mediante el índice 
recíproco de Simpson, respecto del total de cepas analizadas, se recoge en la Tabla 7. 
 
Tabla 7. Diversidad de ribotipos. 
nº 2013 2014 2015 2016 2017 2018 Total 
Cepas estudiadas 92 104 122 140 123 179 760 
RT diferentes 27 35 37 40 37 47 124 
a 
RT únicos 18 25 22 27 26 33 70 
b 
Diversidad de RT 8,54 9,59 8,56 8,61 9,43 6,95 8,71 
a
 Ribotipos (RT) representados por un único aislado 
b








Distribución por lugar de adquisición 
La proporción de los ribotipos mayoritarios fue semejante entre los casos de HA 
(n=504) y los CA (n=199), a excepción del ribotipo 027 que solamente se encontró en 
un único caso comunitario y del ribotipo 018, causante de un brote en 2013 (comentado 
en el capítulo 2). Los 5 ribotipos principales causaron el 66,7% y el 56,8% de los casos 
en el ambiente hospitalario y en la comunidad, respectivamente (Figura 19). En la 
comunidad se observó una mayor diversidad de ribotipos (62 ribotipos diferentes en 199 
cepas; índice recíproco de Simpson, 10,11), que en el hospital (91 ribotipos diferentes 
en 504 cepas; índice recíproco de Simpson, 8,79). El número de ribotipos con 
representación de un único aislado también fue mayor en el ámbito comunitario (42/62, 
67,7%; versus 55/91, 60,4%, respectivamente). El ribotipo con mayor presencia en 
Servicios Médicos diferentes fue 014/020 (23 servicios), seguido de 106 y 078 (18 y 17 
servicios, respectivamente), 027 se identificó en 10 y el ribotipo 001 en 9 Servicios 
Médicos. 
                              
 
Figura 19. Distribución de los ribotipos mayoritarios en el ambiente hospitalario (HA, 







Distribución por grupos de edad 
Se establecieron 3 grupos de edad que fueron los siguientes: ≤ 45 años (n=86), de 46 a 
75 años (n=309) y ≥ 75 años (n=365). (Figura 20). Nuevamente, los ribotipos 
mayoritarios a nivel global, también fueron los más habituales por grupos de edad, con 
algunas variaciones. El ribotipo 027 se distribuyó en todos los grupos etarios a partir de 
30 años, < 45 años (3,5%), 46-75 años (2,6%) y > 76 años (5,8%). Se encontró la mayor 
diversidad de ribotipos en el grupo de edad más joven (≤ 45 años, índice recíproco de 
Simpson, 17,6). La diversidad en los grupos de 46 a 75 años y ≥ 75 años fue semejante, 




Figura 20. Los gráficos muestran la distribución porcentual de los ribotipos 
mayoritarios clasificados por grupos de edad: <15-45 años (n=86), 46-75 años (n=309) 





Ribotipado de casos de Recurrencia. Distinción entre recidiva y reinfección. 
En 48 pacientes fue posible caracterizar molecularmente la cepa de C. difficile aislada 
tanto del episodio de ICD inicial como la cepa del episodio de ICDr. Además, en 10 
pacientes también se pudieron estudiar las cepas obtenidas durante el segundo y/o tercer 
episodio de ICDr. Los resultados mostraron que en 37 casos (77,1%) ambas cepas 
pertenecían al mismo ribotipo, por lo que se consideraron como recidivas (Tabla 8). En 
8 casos (22,9%) el ribotipo causante de la ICDr no coincidió con el del episodio inicial 
y se consideraron reinfecciones (Tabla 9). En las recidivas transcurrió una mediana de 
29 días (IQR, 22-34) entre el episodio inicial y el primer episodio de ICDr, mientras que 




Recidivas de ICD. 
a,b
 Pacientes, nº Ribotipo 













 Pacientes con el mismo ribotipo obtenido en el episodio de ICD y ICDr. 
b
 En algunos casos (n=7) se estudiaron múltiples recidivas por el mismo ribotipo 














Reinfecciones de ICD. 
a







1 043 NA-078 
1 045 078 
1 047 106 
1 078 29 
d
 1 078 106-106-106 
1 078 34 
1 078 106 
1 176 106 
1 413 014/020 
1 471 AI-56 
a
 Pacientes con distinto ribotipo obtenido en el episodio de ICD y ICDr 
b
 ICD_Rec: En algunos casos se incluyen múltiples recurrencias 
c
 NA, cepa no analizada 
d




Como resultado de la vigilancia implementada en el hospital, se pudo describir en 
septiembre de 2014 el primer caso de ICD debido al ribotipo hiperepidémico 027. 
Además, se observó una importante tendencia al aumento del número de casos de 027, 
desde el primer aislamiento, hasta el año 2017, coincidiendo con un descenso del 
ribotipo 001. Cabe destacar que en 70 cepas de C. difficile obtenidas y tipificadas 
durante los años 2009 a 2012, no se encontró ningún caso de 027 (datos no incluidos en 
el presente trabajo), por lo que podemos afirmar que este ribotipo hipervirulento no se 
introdujo hasta 2014. En total se han documentado 32 casos causados por el ribotipo 
027. La mayoría han sido clasificados como de adquisición hospitalaria (84,4%), un 
caso de adquisición comunitaria (paciente extranjera en tratamiento con anti 
tuberculostáticos por contacto con un familiar con tuberculosis) y 4 casos de origen 
indeterminado, aunque todos ellos tenían antecedentes de estancia en el hospital en los 3 
meses previos de la ICD. Medicina Interna fue el Servicio donde se produjo el mayor 
número de casos de 027 (25,0%), seguido del de Enfermedades Infecciosas y el de 






CAPÍTULO 2: Utilidad de la secuenciación de genoma completo para el estudio 
de la diversidad genética y de las rutas de transmisión de C. difficile 
 
De un total de 9.335 determinaciones de diagnóstico de C. difficile durante el periodo 
2014-2016, se identificaron 589 nuevos casos de ICD (6,3%). En 366 (62,3%) aislados 
de C. difficile de casos no duplicados, se realizó la caracterización molecular 
(resultados en capítulo 1), y finalmente, se secuenció el genoma de 265 aislados 
pertenecientes a los ribotipos con una representación de al menos 2 aislados, con el fin 
de estudiar su relación filogenética así como las frecuencias y rutas de transmisión de 




Figura 21. Diagrama de estudio empleado en el análisis de las rutas y frecuencias de 







3.1 Relación filogenética entre los aislados. 
La SGC, como era de esperar, demostró tener un poder de discriminación mayor que la 
ribotipificación, ya que agrupó correctamente los aislados de un mismo ribotipo en base 
a la relación filogenética en un árbol de máxima verosimilitud (Figura 22), y además 
permitió establecer la relación filogenética entre los aislados pertenecientes a cada 
ribotipo (Figuras 23-28).  
 
 
                   
Figura 22. Árbol de máxima verosimilitud en el que se muestran todas las cepas 
secuenciadas. Las cepas aparecen coloreadas en base al ribotipo obtenido mediante la 





















































































































































































































































































































































Para los aislados del ribotipo 001, las cepas adquiridas en la comunidad se 
alejaron en el árbol filogenético respecto a las adquiridas en el hospital (Figura 23), 
indicando mayor clonalidad entre los casos hospitalarios y mayor diversidad de orígenes 
en los comunitarios. Por el contrario, ambos orígenes se mezclaron en los ribotipos 078 
y 014/020. En cualquier caso, no se evidenció ningún clúster hospitalario (Figura 25 y 
27).  
Se comprobó que el único aislado de ribotipo AI-33 (CD-17-00124), está 
estrechamente relacionado con el ribotipo 027 (Figura 24). También produce toxina 




Figura 23. Ribotipo 001. Relación filogenética entre las cepas pertenecientes al 
ribotipo 001 construido mediante PhyML. Los símbolos indican el lugar de adquisición 
de cada cepa. Los valores de bootstrap >90% se indican en el árbol. Las cepas marcadas 
con el mismo número de asteriscos pertenecen al mismo paciente. Las cepas igualmente 








Figura 24. Ribotipo 027. Relación filogenética entre las cepas pertenecientes al 






























































































































































































































Figura 27. Ribotipo 014/020. Relación filogenética entre las cepas pertenecientes al 
ribotipo 014/020. Símbolos y bootstrap como la Figura 23. 
 
 
Figura 28. Ribotipo 446. Relación filogenética entre las cepas pertenecientes al 





La construcción de árboles filogenéticos de máxima verosimilitud por ribotipos 
indicó que los diferentes subtipos generalmente no quedan representados en grupos 
filogenéticamente coherentes. Como ejemplo, encontramos los aislados pertenecientes 
al ribotipo 078, en el cual, debido a pequeñas diferencias en las bandas obtenidas en el 
electroferograma, WEBRIBO identifica distintos subtipos (078, 078ecdc, 078/1, 078/2, 
126). Sin embargo, los aislados pertenecientes a idénticos subtipos no quedan 
agrupados conjuntamente, sino que están distribuidos de manera dispersa a lo largo del 
árbol filogenético del ribotipo 078 (Figura 25). Los aislados pertenecientes al ribotipo 
106 y al 500 presentan un patrón de bandas muy parecido en el electroferograma, con 
una única banda de diferencia, pero el análisis filogenético permitió identificar que no 
se distribuyen en clados filogenéticos diferentes, por lo que todos los aislados 
pertenecerían al ribotipo 106 (Figura 26). Los ribotipos 076, 404 y 591 se agruparon en 
el clado del ribotipo 014/020 (Figura 22 y 27), y nuevamente, en el electroferograma se 
identificaron diferencias sutiles en los ribotipos 014/020 obtenidos con WEBRIBO.  
En base a los resultados obtenidos en el estudio de la relación filogenética basada 
en la SGC, se simplificó la denominación de los ribotipos mayoritarios a lo largo de 
todo el desarrollo de esta tesis. De este modo nos referiremos al ribotipo 078 
(agrupando los subtipos 078, 078ecdc, 078/1, 078/2 y 126), ribotipo 106 (106 y 500) y 
ribotipo 014/020 (014, 020, 076, 404 y 591). 
 
 
3.2 Frecuencias de transmisión. 
Durante el periodo de estudio considerado para el cálculo de las posibles transmisiones 
entre los casos de ICD (abril de 2014 y diciembre de 2016), se encontraron 41 (11,0%) 
aislados estrechamente relacionados (diferencia ≤2 SNPs entre los genomas) con otros 
aislados obtenidos en el hospital en un tiempo inferior a 90 días. En estos casos, donde 
existe un nexo genómico y epidemiológico, la transmisión directa se puede considerar 






Tabla 10. Proporción de aislados relacionados con un caso previo (≤ 2 SNPs, ≤ 90 días) 
entre los ribotipos mayoritarios (abril 2014-diciembre 2016). 
 
La proporción de aislados relacionados (≤2 SNPs, ≤90 días) fue variable, 
encontrándose una frecuencia de transmisión próxima al 3% en el ribotipo 014/020, 
mientras que en el ribotipo 027 fue del 60% (Tabla 10). Las mayores frecuencias de 
transmisión se correspondieron con los ribotipos más habituales del entorno hospitalario 
(001, 027 y 106), con respecto a los comunitarios (014/020, 078). 
Entre los 41 probables eventos de transmisión identificados, 7 casos clasificados 
como de adquisición comunitaria (8% de los 83 casos CA caracterizados durante el 
periodo de estudio) estuvieron relacionados genética y temporalmente (≤2 SNPs, 
≤90 días) con aislados obtenidos previamente en el hospital. De estos 7 pacientes, en al 
menos 4 de ellos se encontraron registros en sus historias clínicas de diferentes visitas al 





 aislados secuenciados 
b
 probables transmisiones 
001 15 5 (33,3%) 
014/020 36 1 (2,8%) 
027 20 12 (60,0%) 
078 59 7 (11,9%) 
106 59 14 (23,8%) 
446 4 2 (50,0%) 
c
 Otros 72 0 (0%) 
d
 Total 366 41 (11,2%) 
a
 Solo un aislado por caso de ICD 
b
 Número de genomas relacionados con un caso previo (≤2 SNPs, ≤ 90 días) 
c
 Incluye 102 ribotipos representados por un único aislado y los siguientes ribotipos 
con múltiples aislados (número de aislados): 003 (7), 005 (7), 010 (2), 017 (3), 023 (3), 
026 (2), 029 (2), 042 (2), 049 (2), 056 (4), 070 (4), 087 (4), 209 (5), 412 (2), 434 (2), 
449 (5), 551 (2), 591 (3), 592 (4), 610 (3), AI-78 (2), AI-83 (2) 
d
 Cálculo total incluyendo los 265 aislados secuenciados y los 101 aislados 





Por otro lado, 34 (12%) de los 284 aislados caracterizados e identificados como de 
adquisición hospitalaria estaban relacionados con otros aislados previos, lo que indica 
que la mayor probabilidad de transmisión ocurriría en el medio hospitalario. 
 



















3.3 Rutas de transmisión. 
Para trazar las rutas de transmisión de cada ribotipo se emplearon todos los aislados 
relacionados genéticamente (≤2 SNPs) con un aislado previo, sin tener en cuenta el 
criterio temporal ≤90 días. De este modo, a los 41 probables eventos de transmisión se 
sumaron 21 casos de ICD estrechamente relacionados con otros casos previos, pero con 
intervalos de tiempo superiores a los 90 días. 
El intervalo de tiempo transcurrido entre dos casos genéticamente relacionados 
fue ≤90 días en el 70% de los probables eventos de transmisión encontrados, mientras 
que en el 30%, el intervalo de tiempo fue mayor a 90 días. Es interesante destacar que el 
intervalo de tiempo transcurrido entre 6 aislados genéticamente relacionados fue mayor 
a un año (Figura 29). 




CA Sin ingreso hospitalario 
106_E CD-17-
00149 
CA Múltiples visitas al hospital, sin ingreso hospitalario 
106_K CD-17-
00182 
CA Sin ingreso hospitalario en las 12 semanas previas 




CA Sin ingreso hospitalario 
106_O CD-17-
00023 
CA Múltiples visitas al hospital, sin ingreso hospitalario 
106_R CD-17-
00038 
CA Múltiples visitas al hospital, sin ingreso hospitalario 
106_W CD-17-
00098 
CA Sin ingreso hospitalario 
a





                 
 
Figura 29. Intervalos de tiempo transcurridos entre el aislamiento de dos cepas 
pertenecientes a cada posible evento de transmisión. Cada punto representa un par de 
cepas de C. difficile estrechamente relacionadas (diferencia ≤ 2SNPs del genoma core). 
Los colores indican los ribotipos. Las líneas horizontales indican los valores de tiempo 
medios, las cajas indican el primer y tercer cuartil, respectivamente, y las líneas 
verticales indican los valores máximos y mínimos. Las cepas están estrechamente 
relacionadas, pero en el 30% de los eventos de transmisión han pasado más de 90 días. 
 
Entre los 41 eventos de transmisión ocurridos entre casos relacionados genética y 
temporalmente (≤2 SNPs, ≤90 días), solamente 10 parejas de pacientes (24%) habían 
estado ingresadas en el mismo Servicio Médico y tan solo 7 (17%) habían coincidido en 
el mismo Servicio al mismo tiempo. Mientras que en 18 (44%) eventos de transmisión, 
los pacientes no habían coincidido temporalmente con sus presuntas fuentes de 
transmisión, y en 16 (39%), los pacientes habían coincidido temporalmente pero en 
distintos espacios físicos, lo que sugiere que la transmisión fue común, sin existir 







Figura 30. Los eventos de transmisión aparecen estratificados considerando si los 
pacientes habían compartido tiempo y/o Servicio Médico y solo se muestran las cepas 
relacionados genética y temporalmente (≤2 SNPs, ≤90 días). 
 
Las rutas de transmisión de los 62 posibles eventos detectados se muestran 
clasificados por ribotipos en las figuras 31 a 36. Se representan todos los aislados 
genéticamente relacionados (≤2 SNPs) y el menor intervalo de tiempo posible entre las 


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Globalmente, se detectaron 17 probables clústeres de transmisión (entre 2 y 18 
personas cada uno de ellos) que afectaron a 85 pacientes en total, (Tabla 12). 
 







1 (rojo) 4 
2 (amarillo) 3 
3 (azul) 2 
014/020 1 (rojo) 2 
027 1 (rojo) 17 
078 
1 (azul) 13 
2 (rojo) 3 
3 (morado) 3 
4 (amarillo) 2 
106 
1 (rojo) 18 
2 (oliva) 3 
3 (azul) 2 
4 (azul celeste) 2 
5 (marrón) 2 
6 (rosa) 2 
7 (amarillo) 2 
446 1 (rojo) 3 
a
 Color de acuerdo a las figuras 31–36 
b
 Número de pacientes implicados 
 
Algunos ribotipos que no se detectaron durante largos periodos de tiempo (meses 
e incluso años), volvieron a aparecer causando casos de ICD genéticamente 
relacionados (≤2 SNPs) (Figuras 31 a 34). 
Es interesante señalar que 4 pacientes estuvieron exactamente en la misma 
habitación y cama que los pacientes con los que comparten la misma cepa de 
C. difficile, con una distancia temporal de entre 0 y 100 días, lo que señala al ambiente 






Tabla 13. Pacientes con cepas de C. difficile genéticamente relacionadas (≤2 SNPs) que 





 Diferencia temporal 
001 001_B y 001_F 97 días 
027 027_G y 027_I 0 días 
027_G y 027_J 100 días 
078 078_I y 078_K 50 días 
a
 Pacientes nombrados de acuerdo a las figuras 31 a 33 
b
 Tiempo transcurrido entre el alta de un paciente y el ingreso del siguiente 
 
La dinámica de transmisión fue ligeramente mayor en los Servicios de Medicina 
Interna y de Gastroenterología, donde se produjeron el 29% y 17% de los eventos de 
transmisión, respectivamente. Concretamente, en Medicina Interna se contabilizaron 14 
casos de ICD genéticamente relacionados con un caso previo, mientras que en 
Gastroenterología se registraron 8 casos (Figuras 31 a 36). Además, de los 10 posibles 
eventos de transmisión que ocurrieron entre pacientes que compartieron el mismo 
Servicio Médico, 5 tuvieron lugar en Medicina Interna y 2 en Gastroenterología. 
 
3.4 SGC en aislados obtenidos en episodios de ICD recurrente 
En 15 pacientes que presentaron dos o más episodios de ICD (independientemente de si 
fueron considerados como casos nuevos o casos de ICDr) con distintas semanas de 
diferencia entre sí, se incluyó un aislado de C. difficile de cada episodio de infección 
para realizar la SGC (Figura 37).  
En 13 de los casos, todas las cepas obtenidas estuvieron genéticamente 
relacionadas (≤2 SNPs), lo que demuestra que estos pacientes presentaron episodios de 
recidiva (misma cepa), en vez de episodios de reinfección con una cepa diferente.  
Cabe destacar que en 6 (46%) de las recidivas identificadas por SGC, transcurrió 
un intervalo de tiempo mayor de 8 semanas desde el primer episodio de ICD, con un 
rango entre 8,1 a 23 semanas. Este resultado excede al punto de corte empleado 
actualmente en los sistemas de vigilancia (8 semanas) para definir un episodio de ICDr.   
Se estudiaron 4 aislados de C. difficile obtenidos de pacientes que habían sido 
tratados mediante TMF. En 3 de ellos, la cepa recuperada tras el TMF estaba 
genéticamente relacionada (≤2 SNPs) con la de los episodios de ICD previos al TMF. 
































































































































































































































































































3.5.- Estudio molecular de un brote de ICD causado por el ribotipo 018 
Entre julio y principios de agosto de 2013, se produjo una acumulación de casos de ICD 
en el Servicio de Gastroenterología, identificándose 13 casos que potencialmente podían 
constituir un brote, por lo que se tomaron medidas preventivas de control de infección. 
Además, los casos confirmados se agruparon en el mismo control de enfermería por lo 
que se bloqueó la entrada de nuevos ingresos. A mediados de agosto y ante la ausencia 
de nuevos casos sospechosos, se reabrió la unidad. Previamente se realizó una limpieza 
y desinfección en profundidad de las habitaciones, controles de enfermería y zonas 
comunes. 
El estudio molecular retrospectivo de las cepas confirmó al ribotipo 018 como el 
causante de un brote que afectó al menos a 6 de esos 13 pacientes (Figura 38), mientras 
que otros 4 pacientes tenían cepas de los ribotipos 078 (n=2), 001 (n=1) y 014/020 
(n=1), y finalmente, en 3 casos no se pudo recuperar la cepa causante de la diarrea para 
realizar el estudio molecular.  
La caracterización del resto de cepas disponibles del año 2013 permitió identificar 
otros 6 pacientes infectados por el ribotipo 018, cuya inclusión no se había sospechado 
por no compartir el mismo nexo temporal y/o espacial (4 previos al brote, 1 durante y 
otro posterior). Por tanto, aumentó a 12 la cifra de los afectados confirmados por el 
brote del ribotipo 018. La adquisición de C. difficile fue en todos los casos hospitalaria 
(HO, 7 casos y CO-HCFA, 5 casos), y el caso índice (previamente situado el 11 de 
julio) se situó el 7 de mayo. La revisión de la estancia hospitalaria de los pacientes no 
identificados durante la situación original de brote, reveló que no se circunscribió 
exclusivamente a Gastroenterología. Hubo 4 casos de 018 en Medicina Interna (3 casos) 
y Cirugía Digestiva (1 caso) (Figura 39). 
Se realizó la SGC en aislados de 8 pacientes, confirmándose la relación genómica 
entre los casos (≤2 SNPs), y además se incluyeron las cepas de 2 pacientes que 
presentaron episodios de ICDr por ribotipo 018, demostrándose que fueron episodios de 
recaídas (≤2 SNPs). Adicionalmente, se secuenció la única cepa de ribotipo 018 
encontrada entre los años 2014-2016 pero esta cepa no tuvo ninguna relación con el 
anterior brote (>10 SNPs) (Figura 40). 
El brote fue controlado de manera satisfactoria a partir de las medidas de 
precaución por contacto establecidas y al cierre y limpieza en profundidad de la unidad. 









Figura 38. Casos de ICD en el Servicio de Gastroenterología durante 2013. En gris, los 
casos totales (n=27). En azul, los casos sospechosos de pertenecer al brote, respecto de 
los totales (n=13). En rojo, los casos pertenecientes al brote confirmados 
genotípicamente (n=8). No se incluyen 4 casos de 018 identificados en otros Servicios 




Figura 39. Estancia hospitalaria de los 12 casos confirmados de 018. Gastroenterología 









Figura 40. Relación genómica (≤2 SNPs) entre los casos de ribotipo 018 identificados 






CAPÍTULO 3: Transferencia de microbiota fecal para el tratamiento de la ICD 
recurrente 
 
3.1- Constitución de un equipo multidisciplinario 
Durante la realización de esta Tesis Doctoral se instauró en nuestro país, en el primer 
trimestre de 2015, el primer programa de TMF para el tratamiento de la ICDr y sigue 
vigente en la actualidad. El programa se lleva a cabo por parte de un equipo 
multidisciplinario integrado por profesionales del Servicio de Enfermedades 
Infecciosas, del Servicio de Gastroenterología y Hepatología y del Servicio de 
Microbiología y Parasitología. Las funciones de cada Servicio se resumen a 
continuación: 
 
El Servicio de Enfermedades Infecciosas es el encargado del seguimiento de los 
pacientes con ICD y de establecer la indicación de TMF en pacientes con ICD con 
múltiples recurrencias. Inicialmente acceden al mismo los pacientes con al menos dos 
episodios de ICDr y que han fracasado con el tratamiento de fidaxomicina y/o con el 
anticuerpo monoclonal bezlotoxumab. Además, es el encargado de seleccionar a los 
posibles donantes entre los familiares, de informar a los pacientes de los riesgos y 
beneficios de la intervención, así como del seguimiento del paciente tras la realización 
del TMF. 
Desde el Servicio de Gastroenterología y Hepatología se encarga de la 
selección de los potenciales donantes y de realizar las colonoscopias. La selección de 
los donantes es un punto crucial y para ello se realiza una anamnesis general, una 
exploración física y un cuestionario específicamente diseñado. Posteriormente, se 
realiza un cribado exhaustivo de patógenos transmisibles en heces y sangre, incluyendo 
bacterias multirresistentes a los antibióticos.  
El Servicio de Microbiología y Parasitología realiza el diagnóstico de la ICD, 
así como el estudio microbiológico en muestras de sangre y suero requeridos en la 
selección de los donantes. Además, es el responsable del procesamiento de las muestras 
de heces del donante para su entrega a la Unidad de Endoscopias en el momento de la 








3.2- Procesamiento de heces para la TMF 
Se utilizan una o varias deposiciones recientes del donante que se recogen en 
contenedores estériles específicos que preservan la anaerobiosis (Gut Alive, Microviable 
Therapeutics). Un factor limitante para la TMF es la cantidad de muestra, ya que se 
requiere una cantidad de entre 50-100 gramos de heces. Es muy recomendable guardar 
una segunda muestra congelada, tanto por motivos médico-legales como por la 
posibilidad de que sea necesario repetir la intervención. 
El procesamiento de las heces se debe realizar de acuerdo a un Nivel 2 de 
Bioseguridad, con equipo de protección individual (guantes impermeables, gafas de 
bioseguridad, mascarilla, calzado cerrado, bata) y se debe trabajar en cabina de 
seguridad biológica para control de aerosoles. Entre 50 y 100 gramos de heces se 
diluyen en 500 mililitros de agua estéril, se dejan hidratar durante 15-20 min y se 
homogeneizan con agitación suave (vórtex) hasta alcanzar una consistencia semilíquida. 
Posteriormente, se filtra o bien se centrifuga para eliminar los productos no digeridos 
que puedan obstruir el colonoscopio. El sobrenadante de la solución obtenida se 
distribuye en tubos de 250 mililitros y se inyecta mediante colonoscopia en el ciego del 
paciente. Es muy importante la coordinación con la Unidad de Endoscopias para 
entregarle la preparación de la muestra en el menor tiempo posible. 
 
3.3- Descripción de resultados  
Desde que se instauró el programa de TMF, a principios de 2015 y hasta el final de 
2018, se ha realizado TMF a 29 pacientes. Doce pacientes no pertenecían a nuestra área 
y fueron trasladados desde otros centros. La media y mediana de edad de los pacientes 
fue 78,4 años y 83,5 años, respectivamente (rango: 42-98), correspondiendo el 62% al 
sexo femenino y habiendo presentado una mediana de 3 episodios de ICD previos a la 
realización del TMF (rango: 2-7). Durante el seguimiento hasta las 8 semanas post 
TMF, el 82,8% de los sujetos (24 casos) no presentaron recurrencias, y en el 
seguimiento hasta los 6 meses, no presentaron nuevos episodios de ICD el 75,9% (22 
casos). Hubo un paciente con un nuevo episodio de ICD a los 11 meses del TMF. No se 







3.4- Erradicación de Klebsiella oxytoca productora de metalo-carbapenemasa 
VIM-1 tras la realización de TMF para el tratamiento de ICDr 
Dentro del programa de TMF, describimos el caso de una paciente de 84 años, 
pluripatológica, que ingresó en nuestro hospital el 1 de octubre de 2015 debido a un 
proceso de neumonía y que fue tratada durante 10 días con moxifloxacino por vía oral 
(400 mg/24 h). El 22 de octubre, acudió al Servicio de Urgencias con abundantes 
deposiciones, siendo diagnosticada de ICD mediante la detección directa de toxinas 
libres en heces. Recibió un tratamiento inicial de 4 días con metronidazol (500 mg vía 
oral cada 8 horas por 2 días, seguido de 500 mg vía intravenosa cada 8 horas otros dos 
días) seguido de vancomicina vía oral 2 semanas (500 mg/6 h). 
El 11 de noviembre fue ingresada nuevamente en el hospital con diarrea y 
diagnóstico de un primer episodio de ICDr. En este segundo episodio se trató con 
fidaxomicina (200 mg/12 h) y fue dada de alta el 27 de noviembre. Durante este 
segundo ingreso y dentro de los controles de colonización por microorganismos 
multirresistentes a los antibióticos, se aisló en la paciente una cepa de K. oxytoca 
productora de carbapenemasa VIM-1 a partir de una muestra remitida en torunda rectal. 
El 18 de diciembre la paciente volvió a ser ingresada con un segundo episodio de ICDr, 
y nuevamente se detectó en este ingreso la colonización por K. oxytoca productora de 
VIM-1. Inicialmente se trató con vancomicina y se puso en marcha el protocolo de TMF 
que se realizó el 22 de diciembre, siendo el donante su hijo de 45 años. La paciente fue 
dada de alta el 30 de diciembre, con ausencia de sintomatología de la ICD, 
negativizándose asimismo el último control de portador rectal para la detección de 
microorganismos multirresistentes. La descolonización fue nuevamente comprobada a 
las 6 semanas y a los 6 meses mediante medios cromogénicos y de amplificación de 
ácidos nucleicos, siendo en todos los casos negativos. Posteriormente se analizaron las 
cepas de C. difficile aisladas en los 3 episodios de ICD, así como en una muestra 
posterior al TMF, y se pudo identificar al ribotipo hipervirulento 027 como el causante 
de los procesos de infección y recurrencias, confirmando que el ribotipo no había sido 









Figura 41. Cronología del caso de erradicación Klebsiella oxytoca productora de 
metalo-carbapenemasa VIM-1. Las líneas verdes representan los ingresos de la paciente 
en el hospital. Los puntos rojos, indican el momento de diagnóstico de cada episodio de 
ICD o colonización, todos producidos por el ribotipo 027. El punto morado indica la 
fecha del TMF. Los puntos azules representan los cultivos de control de portadores 
positivos para la detección de enterobacterias productoras de carbapenemasas. Los 


























La incidencia media de ICD en Europa ha aumentado desde 2,5 casos por 10.000 
pacientes-día en 2005 hasta 7,0 casos por 10.000 pacientes-día en 2013 (246). Este 
aumento ha sido atribuido en gran parte a la emergencia de los ribotipos 
hiperepidémicos 027 y el 078, pero también es consecuencia de las mejoras en el 
diagnóstico tras la introducción de técnicas moleculares en la rutina. Otra posible causa 
es la mayor concienciación global sobre esta enfermedad, lo que conduce a una mayor 
sospecha clínica y a incremento del número de peticiones para búsqueda de C. difficile. 
En nuestro Servicio, el número de peticiones de C. difficile aumentó gradualmente 
desde 1.733 en 2009, hasta 3.750 en 2018, lo que supone un incremento del 116,4%. 
También han aumentado las determinaciones de toxinas con resultado positivo a partir 
de 2012, coincidiendo con la incorporación de las técnicas de inmunoensayo para la 
detección de GDH y de toxina. Estas técnicas mejoraron la capacidad de diagnóstico y 
además gracias a su sencillez se incorporaron a las guardias del Servicio de 
Microbiología, lo que también ha contribuido al aumento de las peticiones de 
C. difficile. 
Del mismo modo, se incrementó el número de resultados positivos a partir del año 
2014 coincidiendo con la implementación de la técnica de amplificación de ácidos 
nucleicos y del empleo de los algoritmos de 2-3 pasos recomendados por las guías 
ESCMID (61), si bien el porcentaje de resultados positivos de toxinas se ha mantenido 
en una media constante, en torno al 8,0%.  
A modo de resumen podemos decir que en los últimos años hemos pasado de una 
situación de marcado infradiagnóstico, en la que hasta el 66,0% de los casos podrían no 
estar diagnosticados (285), a una situación actual de sobrediagnóstico ya que la elevada 
sensibilidad de los de las TAAN (313) detectan los genes que codifican las toxinas pero 
podría no haber expresión de los mismos y no existir producción in vivo de las mismas. 
Como en otras áreas de la Microbiología Clínica, el diagnóstico de la ICD 
evoluciona y continuamente aparecen nuevos abordajes que aportan alguna ventaja. 
Recientemente se ha evaluado un inmunoensayo basado en la detección de toxinas 
mediante fluorescencia (314), en el se aboga por reducir el algoritmo diagnóstico a un 
único paso. También se postula el empleo del umbral de amplificación de los genes que 
codifican las toxinas como marcadores de gravedad (195). Y se han publicado trabajos 
en los que se muestran claras diferencias clínicas, por ejemplo de gravedad o 
recurrencias, en pacientes diagnosticados por toxina directa, respecto a los 





independientemente del método diagnóstico empleado, siempre debe prevalecer la 
valoración clínica del paciente por parte de un experto en Enfermedades Infecciosas que 
decida la instauración o no del tratamiento. 
 
Incidencia y lugar de adquisición 
Durante el periodo de estudio en nuestro hospital hemos constatado una incidencia 
media de 4,2 casos por 10.000 pacientes-día (contando solo los casos HO), y 
contabilizando conjuntamente los casos hospitalarios, HO y CO-HCFA, la incidencia 
sería de 5,5 por 10.000 pacientes-día. De ambas formas, estas cifras están por debajo de 
la media Europea que se situó en 7,0 en 2013 (246). 
Nuestro trabajo ha evidenciado un aumento de la incidencia de ICD en nuestro 
hospital, desde los 3,9 casos por 10.000 pacientes-día en 2013 a 4,6 en 2018, destacando 
sobre todo el aumento de los casos comunitarios, desde los 6,6 a los 13,4 casos por 
100.000 habitantes. Es importante destacar que durante los años de estudio se han 
empleado diferentes técnicas de diagnóstico, lo que limita parcialmente las 
comparaciones. Aunque no fue objetivo de esta Tesis evaluar las causas del aumento de 
la incidencia de ICD podemos decir que en nuestra experiencia, la introducción de 
sistemas basados en TAAN ha contribuido a un aumento del diagnóstico, como ya se ha 
evidenciado en otros trabajos (316). 
Varios trabajos han destacado el aumento de casos de ICD en el entorno 
comunitario, afectando en general a población joven, sin factores de riesgo habituales 
(14). En el último año de estudio (2018), hasta el 30,0% de los casos de ICD 
diagnosticados en nuestro hospital fueron comunitarios, en concordancia con otros 
estudios donde la proporción se encuentra entre el 25% y 40% (110, 317). 
También se ha reflejado el aumento de casos clasificados como indeterminados, 
desde 2,9% en 2013 al 10,2% en 2018, y para este fenómeno es complicado encontrar 
una explicación. Debido a la definición, pueden incluirse casos de adquisición 
hospitalaria en los que el paciente se coloniza pero en los que las manifestaciones 
clínicas de la ICD aparecen más tarde de lo habitual, o también pueden ser casos de 
adquisición comunitaria. 
La edad media de nuestros pacientes fue de 69,4 años, similar a la descrita 
previamente por otros autores (14). En nuestra serie los pacientes con adquisición 
hospitalaria tenían más edad que los casos comunitarios, 71,6 y 63,7 años, 





diagnóstico de la ICD en los casos HO, fue de 9 días, en línea con un trabajo nacional 
de casos-controles, en el que fue de 10 días (156), y los días de estancia totales fueron 
mayores en los casos HO respecto de los CO-HCFA (19 y 12 días, respetivamente). 
Los casos de adquisición hospitalaria se detectaron en varios Servicios Médicos 
aunque se concentraron en Medicina Interna (23%), Gastroenterología (12%) y Cirugía 
General (10%), ya que estos son servicios en los que por norma general, los pacientes 
cumplen con mayor probabilidad los factores de riesgo habituales de padecer ICD, y 
donde además hay gran consumo de antibióticos. Medicina Interna es el Servicio que 
posee más camas del hospital y ocupa varias zonas dentro del hospital distantes, aunque 
parte del personal puede ser compartido. 
 
Recurrencias 
La definición de ICDr que se ha empleado en esta Tesis es la que aparece en las guías 
Europea y Americana (63, 146), así como en el documento técnico del ECDC (318), 
que establece los datos mínimos recomendables para la vigilancia de las infecciones de 
C. difficile. En la definición se establece que la recurrencia puede acontecer desde la 
segunda semana (coincidiendo con la finalización del tratamiento) hasta la octava 
semana del episodio previo, y se considera como nuevo caso al episodio que ocurre tras 
más de 8 semanas de un episodio anterior. 
Un 16,5% de nuestros pacientes padecieron episodios de ICDr, en línea con lo 
descrito previamente, entre 15% y 35% (319–321). Sin embargo, nuevamente, nuestro 
estudio no está ajustado por edades o factores de riesgo, por lo que son valores 
orientativos y no representan grupos concretos. La menor proporción de episodios de 
ICDr ocurrió en 2013 (11,6%), lo que puede guardar relación con la baja capacidad 
diagnóstica por no disponer de técnicas moleculares. 
La mayoría de las ICDr ocurrieron en la tercera y cuarta semana tras el episodio 
inicial de infección, con una mediana de 27 días, coincidiendo con lo descrito 
previamente, en cuanto a que el riesgo de recurrencia es mayor en los primeros 14 días 
tras el tratamiento (189, 322). 
En 48 casos tuvimos la oportunidad de estudiar el ribotipo en cepas provenientes 
de distintos episodios de infección de un mismo paciente, pudiendo determinar que la 
mayoría de los casos eran recurrencias (77,1%) causadas por el mismo ribotipo, 
mientras que el 22,9% fueron clasificados como reinfecciones por ribotipos diferentes. 





pesar de encontrar el mismo ribotipo, en realidad podrían ser linajes genéticos 
diferentes. Los trabajos publicados hasta la fecha, en general coinciden en que la 
mayoría de los episodios de ICDr se deben a recaídas más que a reinfecciones. En el 
análisis de las cepas causantes de recurrencias durante los ensayos de fase 3 de 
fidaxomicina, se comprobó que el 83,3% se debía a la misma cepa (174). En la cohorte 
de un hospital suizo en el que también estudiaron pares de cepas de mismos pacientes 
con ICDr, en el 76,6% coincidía el mismo ribotipo (176); y en otro estudio español el 
porcentaje de recidivas respecto del total de episodios de ICDr fue del 69,3% (323). Por 
lo tanto, se puede inferir que, en general, la mayoría de las recurrencias se deben a 
recidivas causadas por el mismo ribotipo.  
Se ha publicado la coexistencia de varios linajes de C. difficile en un mismo 
episodio de infección (178). Este hecho no es valorable en nuestro trabajo puesto que en 
el análisis molecular siempre se partió desde una única colonia. Entre las 
recaídas/reinfecciones, no encontramos diferencias en el tiempo transcurrido entre los 
dos episodios de infección (medianas de 29 y 26 días, respectivamente); sin embargo el 
número de casos considerados en nuestro trabajo es pequeño; en otros trabajos si se ha 
descrito que el margen entre episodios tiende a ser mayor en las reinfecciones (324, 
325). 
La SGC identificó que el 46% de las recidivas (mismo genoma, 2 SNPs) se 
produjeron en periodos superiores a 8 semanas del primer episodio de ICD y estos 
resultados concuerdan con trabajos preliminares que evidencian importantes 
discrepancias a la hora de definir el punto de corte de un episodio de ICDr. En el 
estudio de Kamboj et al., el 88% de las ICDr que ocurrieron en un tiempo inferior a 8 
semanas fueron recaídas con la misma cepa, pero también lo fueron el 65% de las ICDr 
que ocurrieron pasadas las 8 semanas (326). En un trabajo similar, el 76,6% y el 45,8% 
de las ICDr fueron recaídas en tiempos menores y mayores de 8 semanas, 
respectivamente (176). En otro trabajo basado en SGC se encontró un rango de ICDr 
entre 4 y 26 semanas, con una media de 12 semanas entre los episodios (179). En base a 
estos resultados, hay autores que han propuesto aumentar el punto de corte por encima 
de 8 semanas para establecer si un episodio es recurrencia, ya que tiene consecuencias 
en los cálculos de incidencia de ICD, así como en los análisis de efectividad de los 
tratamientos (176). Sin embargo, aunque estos resultados apoyan un cambio en la 
definición actual de recurrencia, el número de casos incluidos en estos trabajos es 





tratamiento y sufrir recurrencias tardías; tampoco se puede descartar por completo, en 
estos casos, las reinfecciones con cepas idénticas, ya que el entorno alrededor de los 
pacientes con ICD puede estar contaminado con las esporas de C. difficile que pudieron 
producir el episodio inicial de ICD (172). Por ello, para poder establecer si el punto de 
corte de 8 semanas estuviera clasificando erróneamente los episodios de infección, sería 




Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se implantó el estudio de la epidemiología 
molecular de la ICD mediante el método de ribotipificación y posterior electroforesis 
capilar. Actualmente es el método considerado de referencia, tanto en Europa como en 
EE.UU (129, 192). La información previa en nuestro país sobre la epidemiología 
molecular de este microorganismo ha sido escasa hasta los últimos años; a excepción de 
los trabajos realizados en otro hospital de la Comunidad de Madrid (285) y la 
participación de algunos hospitales en estudios multicéntricos europeos (83, 247). En 
los últimos años se han comunicado nuevos datos de otros hospitales, pero sin embargo, 
la mayoría de estos trabajos han sido realizados mediante ribotipificación por PCR, 
donde se compara el patrón de bandas de los aislados en estudio con ribotipos de 
referencia, generalmente los ribotipos 001, 014/020, 027 y 078/126. Es una técnica 
adecuada para identificar los ribotipos que por norma general son los mayoritarios, pero 
no permite identificar los ribotipos que no se encuentren entre los controles, ni los 
ribotipos estrechamente relacionados como el 014 y 020; el 078 y 066; o el 027 con el 
176, entre otros. Tras la ribotipificación y la electroforesis se obtiene un 
electroferograma que en la base de datos online WEBRIBO permite la obtención de un 
amplio número de ribotipos de entre todos los depositados en la web (132, 136). El 
motivo por el que finalmente nos decidimos a implantar esta técnica es por su gran 
poder de discriminación y su facilidad de comparar los resultados entre los laboratorios. 
Entre los años 2013 y 2018 hemos detectado una gran diversidad genética 
representada por 124 ribotipos, siendo la mayoría de ellos los que se encuentran de 
manera habitual en otros estudios europeos (83) de origen hospitalario (ribotipos 001, 
027 y 106), y de los que se cree que tienen reservorios diferentes, posiblemente 






Algunos ribotipos que son prevalentes/emergentes en otros países de Europa se 
encontraron muy poco representados en nuestra colección. El ribotipo 176, productor de 
toxina binaria y relacionado estrechamente con el 027, solamente se identificó en 3 
casos, y sin embargo es un clon muy frecuente en Europa Central y del Este (328, 329). 
El ribotipo 002, habitual en Europa del Norte y en Francia, tan solo produjo el 1,0% de 
nuestros casos (247, 330). Tampoco es frecuente el ribotipo 018, a excepción del brote 
ocurrido en Gastroenterología, pero es el más frecuente en Italia (82). No se identificó 
ningún ribotipo 015 ni 140, ambos entre los 10 más comunes de Europa (247). El 017 es 
el ribotipo predominante en Aisa y Australia (268), sin embargo en nuestro trabajo se 
encontró esporádicamente.  
La distribución de ribotipos dentro y fuera del hospital es muy similar, con la 
salvedad de una mayor diversidad en la comunidad; además se mantiene bastante 
estable durante todos los años de estudio. El ribotipo 027 se ha identificado de manera 
excepcional en un único caso de adquisición comunitaria en una paciente extranjera que 
acudió al Servicio de Urgencias del hospital durante su tratamiento con anti 
tuberculostáticos. Esta paciente provenía de Rumanía, un país con elevada endemicidad 
de cepas 027 (> 75%), (331-332); por lo que se podría sospechar que esta paciente 
estaba ya colonizada en su país de origen. Sin embargo, la presencia de este ribotipo 
hipervirulento/endémico en la comunidad si está descrita ampliamente en Europa y en 
EE.UU. (60, 80, 157, 333). 
De igual manera, las distribuciones de los clones predominantes tampoco variaron 
entre los servicios médicos con más casos de C. difficile, salvo que no se encontró 
ningún 027 en Gastroenterología o Cirugía General. La mayor diversidad de ribotipos se 
encontró en los pacientes más jóvenes, hecho seguramente relacionado con la mayor 




El ribotipo epidémico 027 se describió por primera vez en España en el Hospital 
Gregorio Marañón de Madrid (287), documentándose un brote que afectó a 141 
pacientes (250). En nuestro hospital no tenemos constancia de este ribotipo hasta que se 
realizó el presente estudio, identificándose por primera vez en septiembre de 2014 y 
desde ese momento ha aumentado su prevalencia desde 2,9% en 2014, hasta 7,3% en 





en 2018 descendió hasta el 1,7%. En otros países ya se ha descrito una menor frecuencia 
de ICD causada por este ribotipo, posiblemente debido a la instauración de programas 
PROA (Programas de Optimización de Uso de los Antibióticos) y por lo tanto, más a 
una reducción del uso fluoroquinolonas que a un mejor control de la infección (302). En 
España existen pocos trabajos epidemiológicos en los que se haya buscado activamente 
la presencia de ribotipos epidémicos, se ha notificado la presencia de 027 (290), pero 
seguramente esté presente en muchos más hospitales, donde no se ha identificado aún. 
Sin embargo, no se puede descartar que en nuestro hospital existieran casos 
anteriores puesto que no se habían estudiado a nivel molecular todos los casos. Solo 
tenemos la certeza de que en las 92 cepas de 2013 y en las 70 cepas disponibles entre 
los años 2009 y 2012 (previo a este estudio) no se encontró ninguna del ribotipo 027. 
Tampoco se identificó ningún aislado de este ribotipo en el estudio multicéntrico de 
Alcalá et al., en el que también participó nuestro hospital (285). 
La SGC reveló que todos los casos de ICD producidos por cepas del ribotipo 027 
estaban estrechamente relacionados y procedían de un ancestro común. También se 
demostró que al menos el 60% de los casos se produjeron por transmisión entre 
pacientes con ICD, conduciendo a una persistencia y dispersión continúa en el hospital 
y causando un brote que pasó inadvertido, prolongándose durante todo el periodo de 
estudio y afectando al menos a 17 pacientes entre 2014 y 2016 (Figura 24). De manera 
similar, en un hospital en China se produjeron 2 brotes producidos por 027 y separados 
por un período superior a un año, siendo la misma cepa (2 SNPs) la causante en ambos 
(105). Todos los datos apuntan al mantenimiento de C. difficile en distintas superficies, 
gracias a que la formación de esporas le permiten resistir la acción de los desinfectantes 
y las condiciones ambientales adversas. 
 
Ribotipo 001 
El ribotipo 001 es uno de los mayoritarios en Europa (83) y en España también lo ha 
sido. En un estudio multicéntrico europeo en 2005, fue el ribotipo más prevalente en 3 
hospitales de Madrid siendo responsable del 73% de todos los casos (334), y en el 
estudio multicéntrico español representó el 18% (285). En nuestro Hospital, entre 2009-
2012, el 13% de los aislados se agruparon en el ribotipo 001, pero posteriormente la 
prevalencia ha ido en descenso, desde el 8,7% en 2014 hasta el 2,8% en 2018. 
Es posible que el incremento de 027 haya causado el descenso concomitante de 





ocupar los mismos nichos, como ya se ha observado anteriormente (335, 336). También 
han podido contribuir en este aspecto los ribotipos 106 y el 078, resistentes a las 
fluoroquinolonas y con una elevada prevalencia en nuestro entorno. 
 
Ribotipo 106 
El ribotipo 106 tiene una menor distribución internacional que los ribotipos 027 o 001, 
sin embargo se ha descrito como uno de los mayoritarios en España (83). 
Recientemente, también se ha identificado como el ribotipo principal de otro hospital 
terciario de España (290). En nuestro entorno, este ribotipo ha sido responsable del 
22,2% de los casos hospitalarios y del 18,1% de los comunitarios. La SGC ha permitido 
identificar un patrón de transmisión hospitalaria frecuente de este ribotipo, ya que una 
cuarta parte de las cepas analizadas estuvieron genética y epidemiológicamente 
relacionadas con un caso previo, produciendo un brote mantenido en el tiempo (al igual 
que el 027), que ha afectado al menos a 18 pacientes (Figura 26). 
 
Ribotipos 014/020 y 078 
Los ribotipos 014/020 y 078 también son prevalentes en nuestro hospital y causaron el 
15,5% y 21,1% de todos los casos estudiados, respectivamente. Sin embargo, apenas se 
encontraron eventos de transmisión hospitalaria, especialmente en el caso del ribotipo 
014/020, en el que solamente el 3% de los casos estuvieron relacionados genética y 
epidemiológicamente.  
En estos aislados se evidenció una gran diversidad filogenética, probablemente 
debida a numerosas introducciones independientes en el hospital, presumiblemente por 
pacientes colonizados desde la comunidad y sin una fuente de contagio común.  
Ambos ribotipos están distribuidos globalmente y son prevalentes en muchas 
regiones de nuestro país (285), aunque por el momento se desconocen tanto sus 
reservorios como el modo de transmisión. Ambos ribotipos 014/020 y 078 son 
habituales en el ganado, especialmente en cerdos, y se ha especulado que pueden 
propagarse a través de la cadena alimenticia llegando a afectar a varios países (117, 
327). Únicamente el ribotipo 078 suele ser resistente a la fluoroquinolonas (337), y 
también incorpora diversos genes de resistencia a tetraciclinas; algunos de ellos muy 
similares a los descritos en otras especies bacterianas frecuentemente asociadas al 





La información que obtenemos de la secuenciación genómica aporta evidencia 
sobre los eventos de transmisión, particularmente en el ambiente hospitalario y en los 
ribotipos 027, 001 y 106, a diferencia de los ribotipos 078 y 014/20 asociados a la 
comunidad que se encuentran comúnmente en el ganado. Estos resultados van en 
consonancia con observaciones recientes en las que se ha demostrado que tienen lugar 
rutas de transmisión específicas de linajes a través de Europa (327) e indican además, 
que a nivel local, también pueden observarse patrones de transmisión distintos. 
Como es obvio, los procesos epidémicos de nuestro hospital contribuyen a la 
epidemiología de un ecosistema sanitario mucho más amplio, donde también participan 
otros centros hospitalarios, centros de larga estancia, entre otros, de manera que los 
patógenos pueden haber entrado y salido del hospital junto con el desplazamiento de los 
pacientes y, por lo tanto, no podemos excluir que los brotes se hayan extendido más allá 
de nuestra institución. A nuestro hospital acuden pacientes de otras instituciones, 
aunque solamente hemos encontrado durante el periodo de estudio (segundo semestre 
de 2015) un individuo con ICD causada por el ribotipo 027 (paciente 027_E, Figura 
24), que había estado previamente en otro Hospital de Madrid donde se estaba 
produciendo un brote con el mismo ribotipo en ese momento (250). La cepa de este 
paciente tenía un genoma que era indistinguible de los otros dos aislados ribotipo 027 
identificados en nuestro hospital también en ese tiempo, lo que sugiere que los dos 
brotes podrían haber estado interrelacionados. Sin embargo, para estudiar con mayor 
detalle si ambos brotes pudiesen estar conectados, sería necesario analizar 
conjuntamente las secuencias genómicas de los aislados de C. difficile de ambos 
hospitales. 
 
Eventos de transmisión 
El análisis de los eventos de transmisión que se han empleado en la presente Tesis, se 
basan en el trabajo de Eyre et al. (17). Estos autores estimaron, mediante la diversidad 
genómica que encontraron entre múltiples aislados de C. difficile de diferentes pacientes 
y el cálculo de las tasas de evolución del microorganismo, que una diferencia ≤2 SNPs 
en el genoma core entre dos cepas de diferentes pacientes, podría estar relacionada con 
un evento de transmisión directa, mientras que una diferencia >10 SNPs, excluía la 
relación epidemiológica (17). 
Sorprendentemente, casi la mitad de los posibles eventos de transmisión 





epidemiológico claro, aunque no podemos descartar la existencia de conexiones 
intermediarias no identificadas, como pacientes con ICD que no fueron sospechados por 
ser sujetos con cursos leves de la enfermedad o porque las cepas de C. difficile no hayan 
sido recuperadas a partir de los medios de cultivo. Asimismo, la toma de muestras suele 
ser incompleta en situaciones de brote, porque los pacientes colonizados de manera 
asintomática, que se postula que juegan un papel importante en la transmisión de 
C. difficile, rara vez son estudiados (97, 339). También se ha perdido la oportunidad de 
estudiar algunas cepas, debido a que no crecieron tras su archivo en el Servicio de 
Microbiología o bien crecieron en cultivos contaminados y fue imposible recuperarlas. 
Sin embargo, la estrategia de muestreo y el porcentaje de cepas estudiadas fue uniforme 
a lo largo de los tres años del estudio (Figura 21), y los casos de ICD que no estaban 
representados entre los aislados de C. difficile analizados se distribuyeron 
aleatoriamente; por lo que la ausencia de algunos aislados no debería haber producido 
sesgo en nuestros resultados, y es poco probable que un muestreo incompleto explique 
el motivo por el cual solamente el 17% de los receptores de los posibles eventos de 
transmisión identificados tuvieron contacto directo en el mismo Servicio Médico que 
sus eventuales fuentes de contagio. 
Una proporción significativa de las transmisiones puede haber ocurrido de forma 
indirecta a través de la contaminación ambiental con esporas de C. difficile o a partir de 
reservorios que no son los propios pacientes con ICD, como pueden ser otros pacientes 
con distinta patología o el personal sanitario, que a su vez estuviesen colonizados 
asintomáticamente. La transmisión indirecta también puede explicar los largos 
intervalos de tiempo (es decir, >90 días, hasta un máximo de 847 días) entre las fechas 
de diagnóstico de ICD del presunto donador y receptor, en una gran proporción de los 
eventos de transmisión. 
En cuatro de los eventos de transmisión, tanto el paciente donador como el 
receptor habían ocupado exactamente las mismas camas, aunque en dos de las parejas el 
tiempo transcurrido entre ambos hechos fue de 97 y 100 días, respectivamente. Este 
resultado proporciona un indicio de que el ambiente contaminado es un reservorio 
importante de C. difficile. 
En 7 casos de adquisición comunitaria se identificó una relación genética y 
temporal con aislados clasificados como HA. En general se trató de pacientes sin 
ingreso hospitalario pero con antecedentes de intervenciones diagnósticas en el hospital 





una adquisición en el hospital y no en la comunidad. En el trabajo de Chitnis et al. 
(157), se describió que muy frecuentemente (82,1%), los casos clasificados como 
comunitarios tienen exposición a un ambiente sanitario, sin necesidad de estar 
ingresados. Este hecho tiene gran importancia a la hora de realizar estudios 
epidemiológicos y trazar las rutas de transmisión, ya que no se suele estudiar a los 
pacientes ambulatorios. 
Las esporas de C. difficile pueden permanecer viables en el ambiente durante 
largos períodos de tiempo y su inactivación es bastante compleja. Se desconoce la dosis 
de esporas infectiva, pero la detección de C. difficile en distintas superficies de las 
habitaciones de los hospitales es muy frecuente (86). Está bien establecido que un factor 
de riesgo para el desarrollo de ICD es que el compañero de habitación o el paciente 
anterior hubiese padecido la infección (103, 160). Incluso se ha demostrado que el 
consumo de antibióticos del ocupante anterior de la cama o de la habitación aumenta el 
riesgo de ICD del siguiente ocupante de la misma, aunque el primero no hubiese 
padecido una ICD (106). Las esporas son capaces de sobrevivir a los procesos de lavado 
del material de camas en los hospitales y se han detectado esporas viables en cultivos 
ambientales de sábanas (340).  
Debido a los frecuentes movimientos de los pacientes en el hospital, la 
adquisición de esporas de C. difficile también puede ocurrir a partir de superficies 
contaminadas fuera de las habitaciones de los pacientes. Por ejemplo, se ha comunicado 
recientemente que el contacto de los pacientes con ICD con zonas de procedimientos o 
con instrumentos de diagnóstico comunes (escáner de tomografía computarizada, 
unidades de resonancia magnética, etc.) aumenta las probabilidades de que los usuarios 
posteriores también desarrollen ICD (341). También se ha postulado el papel que puede 
jugar en la transmisión de C. difficile en los hospitales las sillas de ruedas, mediante un 
estudio en el que se obtuvieron un 25% de cultivos positivos en muestras tomadas de 
sillas de ruedas en un solo hospital, donde se registraron hasta 851 transportes en silla, 
en solo 3 días (342). Como consecuencia, las recomendaciones incluyen protocolos 
sobre la limpieza exhaustiva de las habitaciones de los pacientes y de los equipos de 
diagnóstico, así como sobre la formación reiterada del personal de limpieza y la 
realización de controles de calidad regularmente (294, 341). Confirmando que C. 
difficile no se transmite exclusivamente entre pacientes sintomáticos, se ha demostrado 
que el traslado de un hospital con habitaciones de 3-4 pacientes a otro de construcción 





pero si se redujeron en cambio, las incidencias de colonización por S. aureus resistente 
a meticilina y la colonización e infección por Enterococcus resistente a vancomicina 
(343). 
Alrededor del 8% de los pacientes pueden estar colonizados con CD de manera 
asintomática en el momento del ingreso en el hospital, lo que claramente contribuye a 
una transmisión oculta (143, 344). De hecho, hay trabajos previos que han demostrado 
mediante secuenciación de genomas, que los casos de ICD se relacionan con igual 
frecuencia con portadores asintomáticos que con pacientes con episodios de ICD 
previos (98, 345). La presencia en el mismo Servicio Médico de portadores 
asintomáticos aumenta casi al doble el riesgo de desarrollar ICD (97) y la identificación 
de portadores de C. difficile en el momento del ingreso hospitalario (mediante frotis 
rectal y TAAN de los genes codificadores de las toxinas) con el posterior aislamiento y 
con medidas de precaución de contacto, reduce la tasa de ICD en un 62% (346). Aunque 
los portadores asintomáticos tienen aproximadamente 15 veces menos probabilidad de 
transmitir C. difficile que los pacientes con ICD, sí contribuyen sustancialmente al 
mantenimiento de la prevalencia de ICD y a la diseminación de C. difficile, debido a 
que grupalmente son numerosos (93). La posible colonización intestinal de C. difficile 
en el personal sanitario es otro potencial reservorio del microorganismo que ha sido 
escasamente investigado. 
Como parte de la tarea asistencial diaria de nuestro Servicio de Microbiología, se 
ha implantado un sistema de vigilancia epidemiológica en la que todos los casos en los 
que se detecta C. difficile se comunican inmediatamente al Servicio de Medicina 
Preventiva  para iniciar las medidas de control apropiadas. El informe también se realiza 
al Servicio de Enfermedades Infecciosas para llevar a cabo el tratamiento oportuno. De 
acuerdo a los protocolos internos del Hospital Ramón y Cajal, se sospecha la existencia 
de un brote de ICD cuando se acumulan 3 o más casos nuevos de ICD en el mismo 
Servicio en un período de tiempo igual o menor a 7 días, o bien la presencia de 2 o más 
casos en una UCI en un período de tiempo igual o menor a 7 días. Ante una posible 
situación de brote, se notifica al personal sanitario del Servicio implicado y se refuerzan 
las medidas de control de infección de acuerdo con el Servicio de Medicina Preventiva.  
Sin embargo, los datos de la vigilancia epidemiológica por sí solos no han sido 
suficientes para revelar el alcance de la continua propagación epidémica de C. difficile 
en nuestro Hospital. A excepción del brote ocurrido en Gastroenterología en el año 





pudieran hacer sospechar de la existencia de eventos de transmisión hospitalaria, que 
por el contrario sí han sido revelados mediante la SGC, identificando hasta 17 clústeres 
de transmisión independientes afectando a 85 pacientes. Los trabajadores sanitarios no 
hemos sido conscientes de esta situación epidémica, ya que la incidencia general de la 
ICD se ha mantenido estable a niveles bajos y no alarmantes y las medidas de 
aislamiento eran adecuadas para prevenir la transmisión de C. difficile entre los 
pacientes. 
Los estudios epidemiológicos de los últimos años, junto con la información 
obtenida de la SGC han cambiado el paradigma del modo de adquisición y transmisión 
de C. difficile, y se ha puesto de manifiesto una creciente frecuencia de ICD fuera del 
entorno hospitalario (110, 114), con transmisión relacionada con el mundo animal y 
alimentario (78, 116). También se ha evidenciado que las transmisiones en el hospital 
no se reducen a los pacientes sintomáticos, hay gran cantidad de factores y escenarios 
que aumentan las probabilidades de transmisión de este microorganismo, tales como 
portadores asintomáticos, equipos de diagnóstico, superficies, entre otros (17, 60, 341). 
Una importante conclusión de los trabajos que combinan epidemiología y tipificación 
molecular es que las precauciones de contacto en pacientes sintomáticos no son 
suficientes para frenar la transmisión de C. difficile (294–296). Finalmente es necesario 
aunar esfuerzos que combinen protocolos de limpieza exhaustivos, educación al 
personal sanitario, al de limpieza, a los pacientes y a los visitantes, junto con los 
programas PROA en los que se vele por un uso correcto de los antibióticos. 
 
Brote Ribotipo 018 
Como se comentó anteriormente, el ribotipo 018 no es muy prevalente en nuestro país, 
pero es mayoritario en Italia donde tiene una alta endemicidad y ha causado numerosas 
situaciones de brotes (82, 252, 347). El ribotipo 018 ha causado brotes de ICD también 
en otros países europeos, como Francia y Alemania (253, 348). Fuera de Europa, otros 
países con elevada presencia de 018 son Japón y Corea (349, 350). Estudios in vitro han 
demostrado que las cepas pertenecientes al ribotipo 018 presentan mayor capacidad de 
esporulación y de producción de toxinas, lo que explicaría en parte una mayor 
capacidad de transmisión (252, 347). 
Entre julio y agosto de 2013 se detectó un aumento de casos de ICD en el Servicio 
de Gastroenterología y Hepatología, e inmediatamente se pusieron en marcha medidas 





cierre momentáneo del control de enfermería afectado. El ribotipo causante del brote 
fue el 018, en al menos en 6 de los 13 pacientes implicados. Además la caracterización 
de todas las cepas del año añadió otros 6 casos adicionales, lo que evidencia la utilidad 
de realizar estudios de vigilancia para controlar la epidemiología circulante y la 
introducción de nuevos clones (192). La SGC confirmó el nexo genómico entre los 
aislados del brote, validando esta herramienta para la epidemiología hospitalaria. El 
estudio molecular de estos casos evidenció además que la transmisión de este 
microorganismo con frecuencia ocurre indirectamente (17), como se demuestra por la 
implicación de hasta tres Servicios Médicos diferentes. Fuera del brote, este ribotipo 
solamente se ha identificado en otros 3 casos, no relacionados temporal ni 
epidemiológicamente (marzo de 2016, febrero de 2017 y noviembre de 2018).  
Lamentablemente no pudimos dilucidar el origen del brote, pues no se caracterizó 
la totalidad de los casos de ICD, ni se tomaron muestras ambientales, ni se realizaron 
estudios en pacientes portadores. Sin embargo, la investigación de los casos implicados 
arroja suficiente evidencia para admitir que ocurrieron distintos eventos de transmisión 
ya que encontramos relación epidemiológica de espacio y tiempo entre los pacientes; 
además, la adquisición de C. difficile fue en todos los casos de origen hospitalario y la 
SGC demostró la relación clonal de las cepas. 
 
Transferencia de Microbiota Fecal 
En los últimos años la TMF ha demostrado ser una opción terapéutica efectiva para el 
tratamiento de la ICDr o refractaria, con tasas de curación entre el 80-90%. Estos 
resultados prometedores han sido demostrados en numerosos ensayos clínicos (16, 351) 
y meta-análisis (204, 352). Existen variantes en cuanto a la vía de administración de las 
heces, siendo la colonoscopia con la que mejores resultados se han obtenido en 
comparación con la vía digestiva superior empleando cápsulas conteniendo heces 
liofilizadas o mediante enemas (353). Respecto al empleo de preparados de heces, 
frescos o congelados, los estudios no han encontrado diferencias significativas (354). 
Actualmente se está trabajando en la estandarización de un método común de TMF 
(355, 356), con el fin de hacer comparables los resultados entre los distintos ensayos 
clínicos o experiencias publicadas. 
La TMF se realiza comúnmente como tratamiento de la ICDr en el segundo o 
tercer episodio de recurrencia (357, 358), sin embargo hay autores que proponen su uso 





de recurrencias. Para ello es necesario la existencia de bancos de heces con preparados 
de microbiota listos para su administración. 
En el Hospital Ramón y Cajal se puso en marcha el primer programa consolidado 
de TMF en España. Todos los procedimientos se realizaron mediante colonoscopia y los 
donantes fueron mayormente familiares del paciente afectado por C. difficile. Se obtuvo 
una tasa de curación superior al 90% (360), lo que está en consonancia con la mayoría 
de los trabajos publicados. 
Curiosamente en 3 de 4 pacientes en los que se recuperó una cepa de C. difficile 
posterior a la TFM, la SGC demostró que continuaron colonizados, al ser la misma cepa 
que causó los episodios de ICD previos. Aunque esta observación se basó en un número 
muy pequeño de casos (n=4), puede justificar los estudios de seguimiento, ya que 
contrasta con una publicación reciente que documenta que el estado de portador 
asintomático después del TMF era muy infrecuente (2% después de una semana, 3% 
después de cuatro semanas) (361). 
En general, se han informado pocos efectos adversos descritos tras el TMF y de 
existir, estos no son graves. Los más comunes incluyen estreñimiento, dolor abdominal, 
hinchazón, vómitos, diarrea y flatulencia (204). Estos efectos adversos son más 
habituales cuando se usa la administración por vía alta que la colonoscopia (362). Como 
hechos más destacables se han descrito complicaciones infecciosas, como una diarrea 
por norovirus (217) y recientemente, se comunicaron dos casos de bacteriemia post-
TFM en pacientes inmunocomprometidos y muerte de uno de ellos en el que se aisló 
una cepa de Escherichia coli productora de beta-lactamasa de espectro extendido 
presente en las heces del donante (363). De acuerdo a la bibliografía publicada, se trata 
de un hecho puntual que no debería de haber ocurrido tras el despistaje de bacterias 
multirresistentes que se debe hacer de rutina en todas las heces de donantes, y que en 
este caso o no se realizó o no fue adecuado. Los estudios de donantes, además de 
estudios serológicos completos como las realizadas en cualquier donante de órgano 
sólido, deben de incluir siempre la búsqueda en heces de patógenos resistentes a los 
antimicrobianos.  
Por el contrario, la TMF, en el contexto del tratamiento de la ICDr, ha permitido 
describir algunos efectos beneficiosos además de la cura de la diarrea. Se ha descrito la 
desaparición de infecciones del tracto urinario recurrentes o la erradicación de 
microorganismos multirresistentes (213, 215). En nuestra experiencia, hemos 





multirresistente tras un TMF en España (214). Este resultado refuerza la supuesta 
utilidad de emplear este procedimiento para descolonizar a los pacientes. Sin embargo, 
de momento, la evidencia es insuficiente para realizar una recomendación a favor o en 
contra del TMF para la erradicación de microorganismos multirresistentes, siendo 
necesarios más estudios que avalen su eficacia (364). 
Las potenciales indicaciones que se pueden atribuir al TMF son numerosas, sobre 
todo en trastornos gastrointestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal, el 
estreñimiento crónico y el síndrome de intestino irritable (365–367). La colitis ulcerosa 
es la patología en la que por el momento más se ha estudiado el TMF, obteniéndose 
resultados prometedores, pero aún insuficientes como para poder recomendar el TMF 
en guía terapéutica (368, 369). 
 Otras posibles aplicaciones son la obesidad, la esclerosis múltiple, la infección 
del VIH o el autismo (370–373). Sin embargo, aunque se han encontrado resultados 
favorables en todas las patologías anteriores, son necesarios aún ensayos clínicos que 
avalen su eficacia y seguridad en todos ellos. 
 
Limitaciones del trabajo 
Debido a la naturaleza retrospectiva y descriptiva de este trabajo no se revisaron datos 
clínicos de los pacientes (ej. tratamientos recibidos) y quizás el número de nuevos casos 
de ICD y de ICDr puede estar sesgado. Sobre todo desde que se emplean sistemas de 
TAAN, con elevada sensibilidad, que pueden dar lugar a considerar casos de pacientes 
colonizados como verdaderas infecciones. También podría haber pacientes que 
hubiesen podido ser diagnosticados tanto de un episodio previo como de uno de 
recurrencia en otra institución y por tanto no constar en nuestro sistema informático. 
Como ya se ha comentado anteriormente, debido a la definición de nuevo caso, hay 
pacientes repetidos en el total de casos. Son pacientes que han tenido un nuevo episodio 
de ICD en un tiempo superior a 8 semanas, pudiendo así sobreestimar la incidencia de 
ICD, o infraestimar las recurrencias. El estudio no se diseñó para evaluar asociaciones 
clínicas (mortalidad, gravedad, riesgo de recurrencias) entre los distintos ribotipos. 
Durante este trabajo, no hemos recogido muestras de ambientes o superficies 
hospitalarias y tampoco muestras de pacientes asintomáticos o de miembros del 
personal sanitario. Sin lugar a dudas, la inclusión de las superficies y del personal 
sanitario hubiera permitido comprender mucho mejor los reservorios y el modo de 

























































Primera. La incidencia de ICD está aumentando en nuestro entorno (de 3,9 a 4,8 casos 
por 10.000 pacientes-día entre 2013 y 2018), aunque no llegamos a las tasas del resto de 
Europa (7,0 casos por 10.000 pacientes-día). Este aumento es aún mayor en los casos 
comunitarios (de 6,6 a 13,4 por 100.000 habitantes entre 2013 y 2018). 
 
Segunda. En la ICD hemos pasado de una situación de marcado infradiagnóstico a una 
de sobrediagnóstico, favorecida por la elevada sensibilidad de las técnicas actuales y por 
el aumento de la sospecha clínica de la enfermedad.  
 
Tercera. En esta tesis se ha puesto a punto e implementado la técnica de ribotipado 
mediante electroforesis capilar que ha permitido identificar 124 ribotipos diferentes 
entre nuestros aislados en el periodo 2013-2018. Se han identificado 5 ribotipos 
mayoritarios (078, 106, 014/020, 001 y 027), tanto en el ámbito hospitalario  como en el 
comunitario. Estos 5 ribotipos son responsables del 60% de los episodios de ICD. 
 
Cuarta. Se ha documentado la irrupción del ribotipo hiperepidémico e hipervirulento 
027 en nuestro Hospital en 2014, y mediante la SGC se ha demostrado su transmisión 
clonal a 32 pacientes, revelando una situación de brote epidémico que no se había 
sospechado previamente. Actualmente existe una situación de endemicidad de este clon, 
lo que justifica su continua vigilancia. 
 
Quinta. Se ha caracterizado molecularmente un brote del ribotipo 018 que afectó al 
menos a 12 pacientes. La estrecha colaboración entre todos los Servicios implicados 
permitió erradicar este brote. 
 
Sexta. Globalmente, la SGC ha permitido detectar 17 clústeres de transmisión 
independientes, conteniendo cada uno entre 2 y 18 casos, que afectaron a 85 pacientes 
en total. 
 
Séptima. Existe una frecuente transmisión nosocomial entre pacientes sin relación 
epidemiológica temporal o espacial y en periodos de tiempo muy superiores a los 
previamente establecidos (>90 días). Todos los datos apuntan a un papel importante de 




asintomáticos, entre los que se encuentra el personal sanitario. La SGC fue clave para 
poder descifrar los eventos de transmisión. 
 
Octava. En la recurrencia de la infección se ha comprobado que en el 80% de los casos 
es debido a la recidiva de la misma cepa, mientras que en el 20% se trata de 
reinfecciones por cepas diferentes. Igualmente se han documentado situaciones de 
recidiva en periodos de tiempo superiores a 8 semanas, por lo que sería necesario 
revisar el criterio de temporalidad para definir adecuadamente las recurrencias. 
 
Novena. A pesar de no conseguir la erradicación completa de C. difficile, la TMF se 
postula como una herramienta eficaz para curar la ICD. Otra aplicación de esta técnica 
podría ser la erradicación de la colonización intestinal de bacterias multirresistentes a 
los antibióticos. 
 
Décima. El personal sanitario no ha sido consciente de la situación epidémica presente 
y las medidas de aislamiento se consideraron adecuadas para prevenir la transmisión. La 
SGC puede ser extremadamente útil para comprender la situación local de C. difficile. 
Por lo tanto, esta herramienta debe ser considerada para las políticas institucionales de 
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Whole-genome sequencing reveals 
nosocomial Clostridioides difficile 
transmission and a previously 
unsuspected epidemic scenario
sergio García-Fernández  1,2, Martinique Frentrup3, Matthias steglich3,4, Aitor Gonzaga3, 
Marta Cobo1, Nieves López-Fresneña5, Javier Cobo2,6, María-Isabel Morosini1,2, Rafael Cantón  1,2, 
Rosa del Campo  1,2 & Ulrich Nübel3,4,7
To trace the routes and frequencies of transmission of Clostridioides difficile in a tertiary-care hospital 
in Madrid (Spain), we sequenced the genomes from all C. difficile isolates collected over 36 months 
(2014–2016) that were indistinguishable from any other isolate by PCR ribotyping. From a total of 589 
C. difficile infection cases, we cultivated and PCR-ribotyped 367 C. difficile isolates (62%), of which 
265 were genome-sequenced. Based on close relatedness of successively collected isolates (≤2 SNPs 
difference in their genomes), whole-genome sequencing revealed a total of 17 independent, putative 
transmission clusters, caused by various C. difficile strains and each containing 2 to 18 cases, none of 
which had been detected previously by standard epidemiological surveillance. Proportions of linked 
isolates varied widely among PCR ribotypes, from 3% (1/36) for ribotype 014/020 to 60% (12/20) for 
ribotype 027, suggesting differential aptitudes for nosocomial spread. Remarkably, only a minority 
(17%) of transmission recipients had direct ward contact to their presumed donors and specific C. 
difficile genome types frequently went undetectable for several months before re-emerging later, 
suggesting reservoirs for the pathogen outside of symptomatic patients. Taken together, our analysis 
based on genome sequencing suggested considerable within-hospital epidemic spread of C. difficile, 
even though epidemiological data initially had been inconspicuous.
The anaerobic bacterium Clostridioides difficile [formerly called Clostridium difficile]1 is the leading cause of 
antibiotic-associated diarrhoea2. Incidence rates of C. difficile infection (CDI) among patients in healthcare 
institutions in Europe range between 0.7 and 28.7/10,000 patient-bed days3, and the incidence is similar in the 
USA2. Genotyping of C. difficile isolates facilitates the understanding of CDI epidemiology by tracking the emer-
gence and spread of diverse strains. Presently, the most commonly used technique for genotyping C. difficile is 
PCR ribotyping, which charts length variation of spacer sequences in ribosomal RNA operons4,5. For example, 
ribotype 027 represents a C. difficile lineage that has caused several large-scale outbreaks in hospitals in North 
America and Europe since the early 2000s, triggering an increased awareness about CDI incidence and severity6. 
Sporadic cases of ribotype 027 have been recorded in Spain since 20077, but it has only been recently that an out-
break caused by this ribotype was reported8.
Compared to PCR ribotyping and other genotyping methods, whole-genome sequencing has provided 
increased discriminatory power and more detailed insights into patterns of C. difficile spread at both, local9–11 
and international scales12–14. In hospitals in the UK, only a minority of C. difficile isolates from CDI patients were 
sufficiently closely related to previously collected isolates to make acquisition through transmission from other 
CDI cases plausible10. This result was unexpected, because the majority of CDI cases commonly were considered 
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healthcare-associated based on surveillance definitions15. Apart from CDI patients, however, other potential 
sources for C. difficile spread were not investigated in that paper10, including asymptomatic carriers16–18, colonized 
staff, or environmental contamination19–21. Furthermore, the epidemiology of CDI may be strain-dependent, 
as genome sequences from C. difficile isolates collected across Europe suggested distinct spreading patterns for 
different clonal lineages12. While some healthcare-associated ribotypes (027, 001) showed region-specific phy-
logenetic clustering, others (e.g., 078, 014, 020) appeared to spread effectively over longer distances, possibly 
associated with the food chain and community acquisition12.
In this study, we investigated the molecular, genomic epidemiology of C. difficile in a tertiary-care hospital in 
Madrid, Spain. We used PCR ribotyping and whole-genome sequencing of C. difficile isolates collected from CDI 
patients over three years (2014 and 2016), to trace routes and frequencies of transmission and to monitor thera-
peutic success, including therapy by faecal microbiota transplantation. Based on whole-genome sequencing data, 
we discovered an epidemic situation, which had not been suspected on the basis of epidemiological data alone.
Methods
study design. The study was conducted from January 2014 to December 2016 in a 1,100-bed tertiary-care 
university hospital in Madrid (Spain) providing medical care for approximately 550,000 inhabitants. Stool sam-
ples from all patients with diagnosis of diarrhoea caused by C. difficile (as described below) during this period 
were recruited. Information on dates and length of admission, hospitalization wards, and previous admissions 
was recovered from the Microbiology Department database and from clinical charts. The ethical committee of 
Ramón y Cajal University Hospital approved the study (no. 266-17) and decided that informed consent from 
patients was not required, since bacterial isolates were analysed exclusively, in order to investigate and prevent 
pathogen spread within the hospital. No tissue samples were collected from patients and data were anonymized. 
All methods were performed in accordance with relevant guidelines and regulations.
A CDI case was considered when a patient (two years or older) presented compatible clinical symptoms (i.e., 
two or more unformed stools in <24 h) with a positive laboratory assay for C. difficile toxins in stool (see below). 
A new case in each patient was defined if the CDI episode was the first one for this patient or if it occurred more 
than eight weeks after a previous episode22. The three-step diagnostic algorithm was applied for the detection of 
toxigenic C. difficile in faecal samples based, first, on enzyme immunoassays (EIAs) detecting glutamate dehy-
drogenase (GDH) (C Diff Quik Chek, Techlab, Blacksburg VA, USA), second, on toxins A/B detection (TOX 
A/B Quik Chek, Techlab, Blacksburg VA, USA) and, third, on PCR amplification for the tcdB gene (BD MAX 
Cdiff assay, BD Diagnostic, Franklin Lakes, NJ, USA). In addition, untreated stool samples were cultured on 
C. difficile ChromID agar (bioMérieux, Marcy l’Etoile, France), and after 48 h of incubation at 37 °C in anaero-
bic conditions, suspicious colonies were identified by MALDI-TOF MS (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany). 
Antimicrobial susceptibilities to metronidazole, moxifloxacin, tigecycline and vancomycin of randomly selected 
C. difficile isolates were tested by using gradient strips (Etest, bioMérieux, Marcy L’Etoile, France) according to 
the manufacturer’s recommendations and applying MIC breakpoints recommended by EUCAST (http://www.
eucast.org/clinical_breakpoints/).
For patients diagnosed with CDI, contact precautions were implemented in our hospital since 2013, including 
the isolation of CDI patients in single rooms with a private bathroom and the use of barrier precautions (i.e., 
disposable gown and gloves at the entrance). Cleaning procedures included disinfection with hypochlorite (2,500 
ppm available chlorine).
Epidemiological analyses and surveillance definitions. CDI were classified as: (i) healthcare 
facility-onset (HO); (ii) community-onset, healthcare facility-associated (CO-HCFA); (iii) community-associated 
(CA); and (iv) indeterminate, according to published guidelines22,23. HO and CO-HCFA cases together were con-
sidered healthcare-associated (HA) CDI.
According to our internal protocols, a CDI outbreak is suspected when three or more new cases of CDI occur 
on the same medical ward within seven days, or two or more cases within seven days on intensive care units. In 
an outbreak setting, we immediately alert the healthcare personnel working in the affected area and reinforce the 
infection control measures as described above.
toxin gene analysis and pCR ribotyping. Presence of tcdA, tcdB, tcdC, cdtA and cdtB genes were tested 
by PCR in all cultured isolates according to previously described protocols24. tcdC deletions were characterized 
by Sanger sequencing using an ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) 
and BLASTn comparisons to the Nucleotide Collection database at https://blast.ncbi.nlm.nih.gov. PCR ribotypes 
of all isolates were determined by using a PCR protocol designed by Bidet et al.25. The size of DNA fragments 
was determined using an ABI PRISM 3100 Genetic Analyser apparatus and ribotypes were assigned using the 
Webribo database (https:/webribo.ages.at/).
Faecal microbiota transplantation (FMT). Patients from our hospital with at least three episodes of CDI 
were selected for FMT, according to internal protocols and following published guidelines26. In addition, patients 
from other institutions were ambulatory admitted to our hospital specifically for FMT. Faecal donors were usually 
selected among the patient’s relatives, and if no donor could be designated, we used anonymous faecal samples 
from other donors. Donors had to pass a complete analytic and clinical evaluation to be authorized. FMT was 
performed by colonoscopy, instilling 50 to 100 grams of faeces dissolved in 500 ml H2O into the cecum. Carriage 
of C. difficile was checked by microbiological culture from faecal samples collected about one month after FMT.
Whole genome sequencing. From each bacterial isolate, genomic DNA was extracted by using the 
DNeasy Blood & Tissue kit according to the manufacturer’s protocol (Qiagen). Illumina sequencing libraries 
were prepared as described previously27 and sequenced on an Illumina NextSeq 500 machine using a Mid-Output 
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kit (Illumina) with 300 cycles. Sequencing reads were mapped to the reference genome sequence from C. dif-
ficile strain R20291 (ribotype 027; sequence accession number FN545816, European Nucleotide Archive) by 
using BWA-MEM28 (v0.7.12) and sequence variation was detected by applying VarScan229 (v2.3) as reported 
previously27. Sequence variation likely generated by recombination was detected through analysis with 
ClonalFrameML30 (v1.11) and removed prior to determination of pairwise sequence distances11 and to construc-
tion of maximum-likelihood phylogenetic trees with PhyML, implemented in Seaview 4 (http://doua.prabi.fr/
software/seaview). For calculating proportions of putative transmissions among CDI cases, we considered trans-
mission recipients from April 2014 to December 2016 only, excluding a run-in period of three months similar to 
a recently published protocol11, because transmission sources for CDI during the first three months of the study 
period might have been from 2013 and hence not included in the dataset. All genome sequencing data was sub-
mitted to the European Nucleotide Archive (www.ebi.ac.uk/ena) under study number PRJEB28391.
Results
epidemiology. During the 36 months of the study, 9,335 faecal samples from diarrhoeic patients were tested 
for C. difficile in our institution (Table 1). A total of 735 of these samples tested C. difficile toxin-positive, leading 
to the identification of 589 new CDI cases, corresponding to 4.3 HO cases per 10,000 patient days (Table 1). Of 
note, samples from 226 of these CDI cases (45%) had tested positive in GDH-EIA and toxin-PCR assays only, yet 
were toxin-EIA negative. The majority (72%) of CDI cases were classified as healthcare-associated according to 
surveillance definitions (53% HO, 19% CO-HCFA), whereas 25% of cases were community-associated and 4% 
were indeterminate (Table 1)23. For HO, a mean period of 12.9 days (range, 2 to 116) passed from admission to 
the development of CDI, and for CO-HCFA, an average of 13.9 days (range, 2 to 99 days) passed from discharge 
to CDI (Table 1). Inpatients with HO were admitted in 33 different medical departments in the hospital, and the 
majority of cases occurred in the departments for Internal Medicine (25%), Gastroenterology (12%), General 
Surgery (12%), Oncology (7%), and, less frequently, in Traumatology, Nephrology, Haematology, and Infectious 
Diseases with around 5% of HO cases each (data not shown).
pCR ribotype diversity. Clostridioides difficile isolates from 367 new CDI cases (62% of 589 CDI cases) 
were successfully cultivated and PCR-ribotyped. All isolates carried the genes encoding enterotoxins A and B, 
whereas positive PCR amplification of the binary toxin cdtA/cdtB genes was observed in 106 isolates (29%). The 
367 isolates were affiliated to 96 different PCR ribotypes, indicating high genetic diversity among our C. difficile 
population. However, the five most prevalent PCR ribotypes accounted for 63% of all isolates, with ribotypes 078 
and 106 each causing around 20% of CDI cases throughout the three-year period of the study (Fig. 1). Of note, 
ribotype 027 had not been detected among 196 C. difficile isolates collected in our hospital between 2009 and 2013 
(data not shown). During the study period (2014–2016), there was a notable increase of PCR ribotype 027 preva-
lence with concomitant decrease of ribotype 001 (Fig. 1). Proportions of major ribotypes were similar among HA 
and CA, except that ribotype 027 was not found among CA (Fig. 1).
Antimicrobial drug susceptibilities. Antibiotic susceptibilities were tested in five isolates from each of the 
major PCR ribotypes (total number of strain tested n = 25). Resistance to metronidazole or vancomycin, routinely 
used for CDI treatment, was not detected, and tigecycline resistant isolates were not observed either (Table 2). In 
contrast, the majority of tested isolates were resistant to moxifloxacin, except for those affiliated to PCR ribotype 
014/020 (Table 2).
2014 2015 2016 Total
aCDI analyses 2,613 3,196 3,526 9,335
Toxin test positive (%) 203 (7.8%) 235 (7.3%) 297 (8.4%) 735 (7.8%)
New Cases 168 193 228 589
Recurrences (%) 22.0% 23.3% 24.6% 23.3%
Age 67.6 (2–95) 68.2 (2–98) 65.7 (2–92) 67.2 (2–98)
Females (%) 64.3% 58.5% 50.4% 57.7%
HO (%) 93 (55.4) 104 (53.9) 110 (48.2) 307 (52.5)
CO-HCFA (%) 35 (20.8) 32 (16.6) 43 (18.9) 110 (18.8)
CA (%) 35 (20.8) 49 (25.4) 63 (27.6) 147 (24.6)
Indeterminate 5 (3.0) 8 (4.1) 12 (5.3) 25 (4.1)
bHO rate 3.8 4.3 4.7 4.3
cCO-HCFA rate 1.1 1.0 1.3 1.1
HO average length of stay 25.2 (2–120) 21.6 (4–101) 25.1 (3–116) 23.9 (2–116)
HO days from admission to CDI 12.3 (2–68) 10.6 (2–83) 15.8 (2–99) 12.9 (2–99)
CO-HCFA days from discharge to CDI 12.9 (3–30) 15.4 (2–29) 13.5 (2–30) 13.9 (2–30)
Table 1. Diagnostic and epidemiological data. aBased on a three step algorithm (i.e., glutamate dehydrogenase-
EIA plus toxin-EIA, confirmed by toxin-gene PCR). bHO as the number of cases per 10,000 patient-days. cCO-
HCFA as the number of cases per 1,000 patient admissions.
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Genomic relatedness. We sequenced the genomes from all 265 C. difficile isolates affiliated to PCR ribo-
types that were represented by at least two isolates. The resulting data provided higher discriminatory power 
than PCR ribotyping and at the same time enabled analyses of phylogenetic relationships among isolates (Suppl. 
Figs S1–S6). Recombination-corrected maximum-likelihood phylogenetic trees indicated that subtypes to the 
canonical PCR ribotypes (provided by the Webribo database on basis of subtle differences in electropherograms) 
generally did not represent phylogenetically coherent groupings (Suppl. Figs S1–S6). For example, three of four 
‘subtypes’ distinguished from ribotype 078 on the basis of single-band differences (078ecdc, 078/1, 078/2, 126) 
did not cluster phylogenetically but were scattered across the 078 tree (Suppl. Fig. S3). Similarly, isolates with 
ribotypes 106 and 500, distinguished by a single band in PCR ribotyping, did not cluster in separate phylogenetic 
clades on the basis of genome sequence variation (Suppl. Fig. S4). For simplicity, in the following we will therefore 
refer to these two groups of isolates as being affiliated to ribotypes 078 and 106, respectively. Ribotypes 404, 076 
and 591, in the genome-based phylogeny all have positions nested within the clade of ribotype 014/020 (Suppl. 
Fig. S5). Further, genome-based phylogenetic analysis indicated that an isolate displaying a novel PCR ribotype 
(AI-33) was related to ribotype 027 (Suppl. Fig. S2).
Among 367 C. difficile isolates collected April 2014 to December 2016, 41 (11%) were closely related (i.e. dis-
playing ≤2 SNPs difference in their genomes) to other isolates that had been collected in our hospital less than 90 
days before (Suppl. Fig. S13). Between these linked CDI cases, direct transmission may be considered plausible, 
using previously proposed thresholds11. Only seven CA cases (8% of 83 that had been ribotyped) yielded isolates 
that were linked genetically and temporally (i.e., ≤2 SNPs, ≤90 days) to previous isolates from the hospital, sug-
gesting these infections had resulted from transmission in the hospital rather than the community. In contrast, 
34 (12%) of 284 isolates from HA cases were linked to previous isolates. Strikingly, proportions of linked isolates 
varied widely among PCR ribotypes, from 3% for ribotype 014/020 to 60% for ribotype 027 (Table 3). After cor-
recting for incomplete sampling (62%)11, the proportion of linked cases was estimated as 19% overall.
Isolates from 21 additional CDI cases were closely related (≤2 SNPs) to previous isolates, yet with time inter-
vals longer than 90 days (Fig. 2A), and in six of these cases, minimum time intervals to close relatives were 
even longer than one year. Supplementary Figs S7 to S12 illustrate 62 possible transmission events towards CDI 
patients, considering close genetic relatedness (≤2 SNPs) and the shortest possible time intervals between isolate 
recovery dates. Altogether 17 putative transmission clusters were detected, each involving two to 18 patients 
(Suppl. Figs S7 to S12). Remarkably, among the 41 linked cases, only ten pairs of patients (24%) had been admit-
ted on the same ward, and only seven (17%) had been on the same ward during the same time (Fig. 2B). In con-
trast, 18 (44%) linked cases did not share any time in the hospital with their presumptive sources of transmission, 
suggesting transmission is common without direct contact between symptomatic patients (Fig. 2B). Specific C. 
difficile genotypes were undetectable in the hospital for extended time periods, before closely related isolates (≤2 
SNPs) re-emerged again later (Suppl. Figs S7 to S12). These intervals frequently lasted for several months and 
in some cases even for more than one year (Suppl. Figs S7 to S10). Interestingly, four patients had stayed in the 
Figure 1. (a) Distribution of PCR ribotypes during the three years of the study and (b) proportions of PCR 
ribotypes among HA and CA.
PCR ribotype (n)
Vancomycin Tigecycline Metronidazole Moxifloxacin
% Sa MICb range % S MIC range % S MIC range % S MIC range
001 (5) 100 0.19–0.5 100 ≤0.016–0.023 100 0.064–0.19 20 0.5–>32
014/020 (5) 100 0.25–0.38 100 ≤0.016 100 0.032–0.125 100 0.125–0.75
027 (5) 100 0.016–0.5 100 ≤0.016–0.023 100 0.125–0.25 0 >32
078 (5) 100 0.25–0.5 100 ≤0.016–0.023 100 0.032–0.047 0 >32
106 (5) 100 0.125–0.5 100 ≤0.016–0.023 100 0.064–0.125 40 0.5–>32
Table 2. Antimicrobial susceptibilities of C. difficile isolates. a% S, proportion of susceptible isolates (%); bMIC, 
minimum inhibitory concentration (mg/L).
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exact same bed as their presumed strain donors, with temporal distances between zero and 100 days, pointing at 
environmental contamination as a potential reservoir for C. difficile (Suppl. Figs S1 to S3).
Transmission dynamics were slightly elevated in the Internal Medicine and Gastroenterology wards. While 
25% and 12% of HO cases occurred in these two wards, respectively, they accounted for 29% and 17% of the 
putative transmissions (i.e. 14 and 8 CDI cases on these wards, respectively, were genetically linked to previous 
cases; Suppl. Figs S7–S13). Further, out of 12 putative transmissions among patients that had been on the same 
ward, seven occurred on Internal Medicine and three on Gastroenterology wards, respectively. At the same time, 
PCR Ribotype aIsolates bPutative transmissions
001 15 5 (33%)
014/020 36 1 (3%)
027 20 12 (60%)
078/126 59 7 (12%)
106 59 14 (24%)
446 4 2 (50%)
cOther 174 0 (0%)
Total 367 41 (11%)
Table 3. Proportion of isolates linked to a previous case (≤2 SNPs, ≤90 days) by PCR ribotype, April 2014 
to December 2016. aOne isolate per CDI case. bNumber of genomes linked to a previous case (≤2 SNPs, ≤90 
days). cIncluding 102 singletons and the following ribotypes with multiple isolates (number of isolates): 003 (7), 
005 (7), 010 (2), 017 (3), 023 (3), 026 (2), 029 (2), 042 (2), 049 (2), 056 (4), 070 (4), 087 (4), 209 (5), 412 (2), 434 
(2), 449 (5), 551 (2), 591 (3), 592 (4), 610 (3), AI-78 (2), AI-83 (2).
Figure 2. Time intervals between isolates from putative transmission events. Each dot represents one pair of 
closely related C. difficile isolates (i.e., ≤2 core-genome SNPs). Horizontal lines indicate the median values, 
boxes indicate the first and third quartiles, respectively, and vertical lines indicate the maximum and minimum 
values. Colours indicate the PCR ribotypes. (a) 57 putative transmission events. Isolates were linked genetically, 
but 30% of closely related isolates had been recovered more than 90 days apart. (b) Stratification based on 
information whether CDI patients had stayed at the hospital during the same time or on the same medical 
ward, respectively. Patients associated with 17% of putative transmission events shared time on the same ward, 
and patients from 39% of putative transmission events shared time at the hospital, but on separate wards. Only 
isolates that were linked genetically and temporally (i.e., ≤2 SNPs, ≤90 days) are shown.
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Internal Medicine had the highest proportion of CDI cases with PCR ribotype 027 (35%) and the highest propor-
tion of HO (25%).
From 15 patients that had two or more episodes of CDI several weeks apart, we included one C. difficile isolate 
from each episode for genome sequencing (Fig. 3). In 13 of these cases, all isolates from separate episodes were 
closely related (≤2 SNPs), demonstrating that those patients had relapses rather than reinfections by another 
strain. Notably, six (46%) of the presumed relapses had occurred more than eight weeks after the initial epi-
sodes (range, 8.1 to 23 weeks), i.e. beyond the currently applied cut-off for surveillance-based detection of CDI 
relapses22.
Three out of four isolates of C. difficile recovered from faecal samples one week after FMT were genetically 
closely related (≤2 SNP) to the strains that previously had caused disease (Fig. 3), highlighting the continued 
colonization of these patients in spite of satisfactory clinical courses.
Discussion
Among CDI cases that occurred from 2014 to 2016 in a tertiary-care hospital in Madrid, Spain, PCR ribotyping 
revealed a large diversity of C. difficile strains commonly found in European settings31. Predominant PCR ribo-
types included those typically associated with transmission among patients in healthcare facilities (ribotypes 106, 
027, 001), and those thought to have different reservoirs, possibly associated with food or environmental contam-
ination (014/020, 078)12. Resistance to metronidazole, vancomycin or tigecycline was not found.
Almost 50% of relapses occurred >8 weeks after the initial episodes, and similar intervals had been 
observed in earlier analyses relying on PCR ribotyping32,33 or multilocus sequence typing34, and in one previous 
genome-based examination9. While this data lends support to a change of the standard definition of relapse32, 
the number of patients included (15) was limited, and reinfections with identical strains cannot be ruled out 
entirely in these cases, since the environment around CDI patients may frequently be contaminated with C. 
difficile spores35.
We observed that a high proportion (3/4) of post-FMT patients were still colonized with the disease-causing 
strain. Even though this observation was based on a very small number of cases (n = 4), it may warrant follow-up 
investigations, since it is in stark contrast to a recent publication which reported that asymptomatic carriage after 
FMT was very rare (2% after one week, 3% after four weeks)36.
Lately, the prevalence of ribotype 027 has been declining in some countries, possibly driven more strongly 
by a reduction of fluoroquinolone antibiotic usage rather than by improved infection control37. In Spain, how-
ever, ribotype 027 had been uncommon until 2014, when it caused a large outbreak in a hospital in Madrid8. In 
our hospital, ribotype 027 had not been detected prior to September 2014, yet once it had got introduced, its 
prevalence increased steadily to 7% of all CDI cases in 2016. Genome sequencing indicated that all 027 isolates 
except one were extremely closely related, consistent with only two imports of 027 into the hospital. At least 60% 
of 027 infections were caused by transmission between CDI patients, driving continued persistence and spread 
within the hospital. Further, it is plausible that the emergence of 027 may have caused the concomitant decrease 
of 001 prevalence, since both strains are resistant to fluoroquinolones and hence may occupy a similar niche, as 
observed in other locations in the past38,39. However, ribotype 106 is another fluoroquinolone-resistant strain that 
displayed high prevalence (21%) in our hospital and a healthcare-associated transmission pattern. Ribotype 106 
has a more restricted international distribution than the former two strains, yet it was reported from hospitals in 
Spain before31. Ribotypes 027 and 106 each caused large and previously unnoticed outbreaks, protracting over the 
entire study period and involving 17 and 18 patients, respectively (Suppl. Figs S8, S10).
Ribotypes 014/020 and 078 were also highly prevalent in our hospital, even though there was more limited 
evidence for within-hospital transmission, particularly for ribotype 014/020. Instead, we observed large phy-
logenetic diversity among these isolates, consistent with numerous independent introductions to the healthcare 
facility, presumably by colonized patients. Both these strains are globally distributed and reach high prevalence in 
many regions, including Spain40. While their reservoirs and means of spread are not understood, 078 is frequently 
found in livestock (fattening pigs, in particular), and it has been speculated this strain may spread internationally 
via the food chain12. In contrast to ribotype 014/020, ribotype 078 is frequently fluoroquinolone resistant41.
Taken together, our genomic data provides evidence of frequent within-hospital transmission of 
healthcare-associated ribotypes (ribotypes 027, 001 and 106), in contrast to those strains commonly found in live-
stock and among CA (ribotypes 078 and 014/20). These results corroborate recent observations of lineage-specific 
spreading routes across Europe12 and further indicate that distinct, associated transmission patterns may also 
Figure 3. Time lines of patients with two or more C. difficile isolates. Black diamonds indicate dates of C. 
difficile isolation and yellow stars indicate dates of faecal microbiota transplantation. Connecting lines indicate 
closely related isolates (i.e., ≤2 core-genome SNPs), with solid lines indicating time intervals ≤ eight weeks and 
dashed lines indicating > eight weeks.
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be observed at a local scale. Naturally, the epidemic processes in our hospital were embedded in a larger set-
ting, such that pathogens may have entered and left the institution in association with patients, and therefore we 
cannot exclude that outbreaks may have extended beyond our institution. While our hospital recruited numer-
ous patients through transfers from other hospitals during the study period, however, we detected only a single 
patient suffering an infection with C. difficile ribotype 027 in the second half of 2015 (patient 027_E in Suppl. 
Fig. S8), who had previously stayed in another hospital in Madrid where an outbreak with the same PCR ribotype 
had been ongoing at the time8. The ribotype 027 isolate from this patient had a genome that was indistinguishable 
from those of two other isolates in our hospital, suggesting the two outbreaks may indeed have been interrelated. 
Elucidating these potential connections at greater detail, however, would require inclusion of genome sequences 
from C. difficile isolates from the other hospital.
Strikingly, almost half of the plausible transmission events were predicted between patients that had not 
shared any time in the hospital. Some of these transmissions might in fact have originated from infected patients 
that went undetected, either because infections had not been diagnosed due to mild courses of disease or to low 
sensitivity of the toxin EIA22, or because C. difficile isolates had not been cultured from these CDI cases. Some C. 
difficile isolates were lost later when they failed to re-grow from frozen stocks or because cultures got contami-
nated. However, the sampling strategy and recovery rate were uniform throughout the three years of the study 
(Suppl. Fig. S13), and CDI cases that were not represented among cultivated C. difficile isolates were randomly 
distributed through time. Therefore, the lack of some isolates should not have introduced much bias to our results, 
and incomplete sampling is unlikely to explain why only 17% of transmission recipients had direct ward contact 
to their presumed donors. Instead, a significant proportion of transmissions must have occurred either indirectly, 
e.g. through environmental contamination with C. difficile spores, or from reservoirs outside of CDI patients, 
such as asymptomatically colonized patients or staff. Such indirect transmission may also explain the observed 
long time intervals (i.e. >90 days, with a maximum of 847 days) between isolation dates from a large proportion 
of presumed sources and recipients. In four extreme cases, CDI patients had occupied the exact same hospital 
beds as their presumed sources of C. difficile, albeit two of them had done so 97 and 100 days apart, respectively. 
This result provides a hint at environmental contamination as a relevant source for C. difficile. Clostridioides dif-
ficile spores can stay viable and infective in the inanimate environment for long time periods and their efficient 
inactivation is challenging. While the quantitative contribution of spore intake to hospital-onset CDI has not 
been assessed, C. difficile has frequently been cultured from surfaces in hospital rooms19. Moreover, prior room 
occupancy by a CDI patient was shown to be a risk factor for CDI acquisition by subsequent patients42. Due to 
frequent movements of patients, acquisition of C. difficile spores may also occur from contaminated surfaces 
outside of patient rooms. For example, contact of CDI patients with central diagnostic equipment (i.e., a com-
puted tomography scanner) was recently found to increase the odds of subsequent users to also develop CDI20. 
Consequently, the thoroughness of cleaning both rooms and equipment was recommended to be improved, 
including repetitive training of cleaning personnel and regular quality control20,21. In addition, around 8% of 
patients may be asymptomatically colonized upon hospital admission43 and they clearly contribute to transmis-
sion44. Indeed, previous investigations using highly discriminatory molecular typing showed that CDI cases were 
equally frequently linked to asymptomatic carriers as to previous CDI patients17,45. Furthermore, ward-level 
exposure to asymptomatic carriers in a hospital increased the risk of developing CDI by almost two-fold16, and 
identification of C. difficile carriers at hospital admission (by rectal swabbing and toxin-gene PCR) and isola-
tion through contact precautions reduced the overall CDI rate in an acute care facility by 62%18. Even though 
asymptomatic persons are about 15-fold less likely to transmit C. difficile than CDI patients, they may substan-
tially contribute to CDI prevalence and spread due to the large size of the reservoir46. Colonized hospital staff is 
another conceivable source for C. difficile, but its role for transmission of gastrointestinal pathogens in general 
has been investigated comparatively little. During this study, samples from the environment and from asympto-
matic patients or staff members were not available unfortunately, but studies to quantify effects of these potential 
reservoirs are highly warranted.
In our hospital, we have implemented an epidemiological surveillance system, ensuring that the detection of 
C. difficile (and of other relevant nosocomial pathogens, e.g. multidrug resistant bacteria) gets communicated to 
the Preventive Medicine department immediately (i.e., on the same day), to initiate appropriate control measures 
in the medical wards in case of a suspected outbreak. However, the epidemiological surveillance data alone had 
not been sufficient to disclose the extent of continued epidemic spread of C. difficile.
Concluding remarks. Exhaustive whole-genome sequencing revealed that various C. difficile strains had 
caused altogether 17 independent transmission clusters, each containing 2 to 18 cases, and involving a total of 
85 patients. Clinicians, hygiene personnel, and healthcare workers had not been aware of this epidemic situa-
tion, because the overall frequency of CDI had remained stable at a low level and isolation measures had been 
considered suitable to prevent transmission of C. difficile among patients. The most unexpected result of the 
present work revealed frequent nosocomial transmission between unrelated patients on separate wards and over 
time-intervals longer than 90 days. We conclude that in spite of inconspicuous epidemiological data, genome 
sequencing may be extremely useful to understand the local C. difficile situation. Hence, prospective bacterial 
genome sequencing should be considered for institutional preventive policies of hospitals47.
Data Availability
All genome sequencing data was submitted to the European Nucleotide Archive (www.ebi.ac.uk/ena) under study 
number PRJEB28391.
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Introducción: La recurrencia de la infección por Clostridium difficile (ICD) es frecuente y a
menudo difícil de controlar. El trasplante de microbiota fecal (TMF) es una opción terapéutica
avalada en estos casos, aunque se desconoce su aplicabilidad y efectividad en nuestro medio.
Objetivos: Analizar los aspectos técnicos, seguridad y efectividad del primer programa conso-
lidado de TMF en España.
Métodos: Estudio retrospectivo descriptivo de todos los pacientes con ICD recurrente trata-
dos mediante TMF por colonoscopia en un hospital de tercer nivel tras la implantación de un
protocolo multidisciplinar entre marzo de 2015 y septiembre 2016.
Resultados: Se realizaron 13 TMF en 12 pacientes (11/12; 91,7% mujeres) con una mediana de
edad de 84,6 años (rango: 38,2-98,2). En todos los casos la indicación fue la recurrencia de la
ICD. Los pacientes habían presentado una mediana de 3 episodios previos de ICD (rango: 2-6) y
en todos había fracasado el tratamiento con fidaxomicina. Todos los procedimientos se realiza-
ron mediante colonoscopia. La efectividad con una sesión de TMF fue del 91,7% (11/12; IC 95%:
64,6-98,5%). En la paciente no respondedora se realizó un segundo TMF a los 17 días con desa-
parición de la sintomatología. No se registraron efectos adversos secundarios al procedimiento
endoscópico ni al TMF tras una mediana de seguimiento de 6,5 meses (rango: 1-16 meses). Dos
pacientes fallecieron durante el seguimiento por causas no relacionadas con el TMF.
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Conclusiones: El TMF por colonoscopia es una alternativa terapéutica efectiva y segura en la
recurrencia de la ICD. Se trata de un procedimiento sencillo que debería implementarse en más
centros en nuestro entorno.






Results of the implementation of a multidisciplinary programme of faecal microbiota
transplantation by colonoscopy for the treatment of recurrent Clostridium difficile
infection
Abstract
Introduction: Recurrent Clostridium difficile infection (CDI) is common and often difficult to
manage. Faecal microbiota transplant (FMT) is an effective therapeutic tool in these cases,
although its applicability and effectiveness in Spain is currently unknown.
Aim: To analyse the technical aspects, safety and effectiveness of the first consolidated FMT
programme in Spain.
Methods: Retrospective descriptive study of all patients with recurrent CDI treated with FMT
performed by colonoscopy in a tertiary centre after the implementation of a multidisciplinary
protocol between March 2015 and September 2016.
Results: A total of 13 FMT were performed in 12 patients (11/12; 91.7% women) with a median
age of 84.6 years (range: 38.2-98.2). Recurrence of CDI was the indication for FMT in all cases.
Patients had suffered a median of 3 previous episodes of CDI (range: 2-6) and all had failed
treatment with fidaxomicin. All procedures were performed by colonoscopy. Effectiveness with
one session of FMT was 91.7% (11/12; 95% CI: 64.6 to 98.5%). In the non-responder patient, a
second FMT was performed 17 days after the first procedure, with disappearance of symptoms.
No side effects related to the endoscopic procedure or the FMT were recorded after a median
follow-up of 6.5 months (range: 1-16 months). Two patients died during follow-up due to causes
unrelated to FMT.
Conclusion: FMT by colonoscopy is an effective and safe therapeutic alternative in recurrent
CDI. It is a simple procedure that should be implemented in more centres in Spain.
© 2017 Elsevier España, S.L.U., AEEH y AEG. All rights reserved.
Introducción
Clostridium difficile (CD) es la primera causa de diarrea
nosocomial en el mundo occidental y se asocia a una ele-
vada morbimortalidad y consumo de recursos sanitarios1. El
tratamiento clásico se basa en la retirada del antibiótico
desencadenante y el empleo de metronidazol, vancomi-
cina o, más recientemente, fidaxomicina. A pesar de ello,
un número significativo de pacientes no responden al tra-
tamiento inicial o sufren una recurrencia (2-38%) en las
primeras 8 semanas2.
En el año 1958 Eiseman et al. publicaron una serie de
4 casos de enterocolitis seudomembranosa tratados exito-
samente con enemas de material fecal3. Este abordaje de
la enfermedad, conceptualmente desafiante con la visión
vigente en aquella época de la microbiota como un elemento
nocivo, cayó en el olvido de la comunidad científica durante
más de medio siglo. No ha sido hasta la última década,
y especialmente durante el último lustro, cuando el tras-
plante de microbiota fecal (TMF) se ha posicionado como
una de las terapias con mayor interés teórico y práctico en
el ámbito de la Gastroenterología, los procesos autoinmu-
nes y las enfermedades metabólicas. Las guías de práctica
clínica ya incluyen esta modalidad terapéutica como una
alternativa en casos de recurrencias múltiples de infección
por CD (ICD) y se dispone de ensayos clínicos sobre su efi-
cacia en enfermedad inflamatoria intestinal4--6. En el año
2013, ante la aparición de los primeros ensayos de TMF en
la ICD, diseñamos un programa multidisciplinar (Servicio de
Gastroenterología y Hepatología, Servicio de Microbiología
y Servicio de Enfermedades Infecciosas) en nuestro centro.
Hasta la fecha, no existen datos que evalúen los resultados
del TMF en nuestro país. El objetivo de este trabajo es ana-
lizar la efectividad y seguridad del TMF tras la implantación
de este programa.
Material y métodos
Diseño y población del estudio
Estudio descriptivo retrospectivo en el que se presentan
todos los casos de TMF realizados para el tratamiento de la
ICD recurrente en el Hospital Universitario Ramón y Cajal de
Madrid (España) entre marzo de 2015 y septiembre de 2016.
El éxito del TMF se ha definido como la ausencia de diarrea
(3 o más deposiciones al día) en las 8 semanas posteriores
al procedimiento.
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Recogida de datos
Se recogieron de la historia clínica y de la base de datos elec-
trónica de la Unidad de Endoscopias (Endobase, Olympus®)
variables demográficas, clínicas, analíticas, microbiológicas
y endoscópicas mediante un cuaderno de recogida de datos
específicamente diseñado con 48 ítems. El seguimiento de
los pacientes se ha completado mediante entrevista telefó-
nica y mediante el sistema de información sanitaria Horus
que permite visualizar las consultas y sus motivos en aten-
ción primaria.
Descripción del protocolo del trasplante de
microbiota fecal
Indicación del trasplante de microbiota fecal (receptor)
El Servicio de Enfermedades Infecciosas es el principal res-
ponsable del manejo clínico de los pacientes con ICD, y el
que habitualmente establece la indicación de TMF. Puesto
que fidaxomicina se emplea en los pacientes con elevado
riesgo de recurrencia o recurrencias múltiples, se consi-
dera candidato potencial a TMF a cualquier paciente que
reciba este fármaco (tabla 1). Si el paciente acepta este
tratamiento se le remite a la Consulta de Gastroenterología
para la selección del donante. En el caso de recurrencia de
la ICD confirmada microbiológicamente tras el tratamiento
con fidaxomicina el paciente es tratado con vancomicina y
se programa la colonoscopia para el TMF, suspendiendo la
vancomicina 2 días antes.
Donante
El Servicio de Gastroenterología y Hepatología es el respon-
sable del estudio ambulatorio de los potenciales donantes
(tabla 2). En primer lugar se le entrega el consentimiento
informado y, tras su firma, se procede a realizar una
anamnesis general, exploración clínica y un cuestionario
específicamente diseñado (tabla 3). Si tras esta evaluación
inicial no existe una contraindicación se obtienen mues-
tras de sangre y heces (tabla 4). El estudio predonación
se considera válido durante un periodo de 3 meses desde
la primera visita. Se instruye al donante que, si cambia su
situación clínica o epidemiológica de forma relevante hasta
el día del procedimiento, avise al médico responsable del
TMF y lo ponga en su conocimiento. En la mañana del pro-
cedimiento, el donante debe aportar en el laboratorio de
Microbiología una deposición completa lo más reciente posi-
ble. Es preferible que el TMF se realice en las primeras 6 h
desde la defecación, no siendo recomendable la utilización
de muestras de más de 24 h7. Se debe interrogar al donante
en ese momento si en los días previos ha presentado algún
síntoma de infección (fiebre, diarrea, vómitos, dolor abdo-
minal), si ha consumido en los últimos 5 días alimentos a
los que el receptor sea alérgico (conocido o sospechado)
o si ha tomado recientemente algún fármaco que pueda
influir en la composición de la microbiota (fundamental-
mente antibióticos); en cuyo caso la donación no sería válida
y el procedimiento debería suspenderse.
Procesamiento de las muestras
El procesamiento y análisis de las heces de donante y recep-
tor es llevado a cabo por el Servicio de Microbiología. Las
muestras deben ser manejadas siempre en el laboratorio,
bajo una campana de flujo laminar y con equipos de protec-
ción individual por contacto (nivel 2 de bioseguridad) que
incluyan delantal, guantes, mascarilla y protector ocular.
Para la obtención de la solución de microbiota se solubilizan
100 g de material fecal con 500 ml de suero salino fisioló-
gico (ClNa 0,9%) con una batidora destinada exclusivamente
para el TMF. Una vez obtenida la solución homogénea se cen-
trifuga para depositar la fibra y las partes insolubles, y se
recoge el sobrenadante en 10 jeringuillas de 50 ml de cono
estrecho aptas para el colonoscopio. El procesamiento de
la muestra debe coordinarse con la Unidad de Endoscopias,
para comenzar la preparación unos 30 min antes de la colo-
noscopia y evitar que la muestra se quede mucho tiempo
sin refrigeración, ya que una vez preparadas se conservan a
temperatura ambiente para evitar la hipotermia durante la
instilación.
Procedimiento endoscópico
La preparación para la colonoscopia se realiza con solu-
ción evacuante de polietilenglicol 4 l, con dosis fraccionada,
comenzando la tarde previa al TMF. En los pacientes que pre-
senten un peor estado general o comorbilidad significativa se
contempla la posibilidad de utilizar soluciones de prepara-
ción de menor volumen o realizar la preparación en régimen
de hospitalización.
Durante la colonoscopia, todo el personal implicado está
equipado con medidas de protección por contacto. Los pro-
cedimientos se realizan con sedación como norma general
(bien por un anestesiólogo, bien por un endoscopista, en
función de las características del paciente). La colonosco-
pia se realiza con mínima insuflación a la entrada, al llegar
al ciego se obtienen 2 biopsias de ciego para estudio micro-
biológico. Una vez alcanzado el ciego, se procede a iniciar la
instilación del TMF a través del canal de trabajo del colonos-
copio siguiendo el siguiente esquema en retirada: 350 ml de
solución fecal en el colon derecho, 100 ml en el colon trans-
verso y los 50 ml restantes en el colon izquierdo. Durante la
extracción del endoscopio se debe evitar la aspiración para
evitar la retirada del material trasplantado.
Una vez finalizado el procedimiento y una vez recuperado
el paciente de la sedación, se le administran 2 mg de lopera-
mida por vía oral y se le instruye para que intente retener la
solución administrada la mayor cantidad de tiempo posible
(idealmente durante al menos 4-6 h). Posteriormente debe
guardar reposo en cama durante 24 h pudiendo reanudar una
dieta ajustada a su situación clínica, sin otras restricciones,
a las 6 h del procedimiento.
Análisis estadístico
El análisis estadístico se ha llevado a cabo con el pro-
grama Stata versión 14.0 (StataCorp®, Texas, EE. UU.). Los
datos cuantitativos se presentan utilizando la mediana como
medida de tendencia central y el rango como medida de dis-
persión debido a la marcada asimetría de las distribuciones.
Los datos cualitativos se presentan en forma de frecuencias
absolutas y relativas. El éxito clínico se ha definido como
una variable dicotómica y su intervalo de confianza al 95%
se ha estimado con el método de Wilson. No se han realizado
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Tabla  1  Criterios  de  selección  y  datos  a  recoger  del  receptor  de  TMF
Datos  a  recoger  en  la  historia  clínica  Criterios  de  inclusión
Enfermedad  actual  por  CD:  número  de  deposiciones
diarias,  otros  síntomas,  criterios  de  gravedad  clínicos
y analíticos
Firma  del  consentimiento  informado  por  parte  del  paciente
o de  su  representante  legal
Episodios  previos  de  enfermedad  por  CD:  número,
tratamiento  recibido  y  gravedad  de  los  mismos
Edad  superior  a  18  años
Constantes  vitales:  tensión  arterial,  frecuencia
cardiaca,  temperatura  axilar,  frecuencia  respiratoria,
saturación  de  oxígeno
Segunda  recidiva  (tercer  episodio)  de  la  enfermedad  por  CD
tras tratamiento  adecuado  de  los  episodios  previos
Peso, talla  e  IMC  Criterios  de  exclusión
Antecedentes  médicos,  incluyendo  hábitos  tóxicos,
hábitos  sexuales  y  conductas  de  riesgo  para  la
transmisión  de  infecciones
Pacientes  en  tratamiento  inmunosupresor:  corticoesteroides
a altas  dosis,  inhibidores  de  la  calcineurina,  fármacos
biológicos,  quimioterapia  con  recuento  de  neutrófilos  <  500
Antecedentes  quirúrgicos  Cirrosis  hepática  descompensada,  VIH  en  estadio  C,
trasplante  de  progenitores  hematopoyéticos  y  otras  causas  de
inmunodeficiencia  grave
Antecedentes  vacunales  Pacientes  terminales  (expectativa  de  vida  <  2  meses)
Alergias a  medicamentos  y  alimentos
Viajes  recientes:  país,  región  (rural  o  urbana),  tiempo
de estancia,  dieta,  actividades,  etc.
Embarazos,  transfusiones,  trasplantes  u  otras
situaciones  con  riesgo  de  aloinmunización
Tratamiento  médico  habitual  y  el  esporádico  en  los
últimos  3  meses  (especialmente  IBP  y  antibióticos)
Antecedentes  familiares  relevantes
Dieta  habitual
Exploración  física  completa
CD: Clostridium difficile; IBP: inhibidores de la bomba de protones; IMC: índice de masa corporal; TMF: trasplante de microbiota fecal;
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
Tabla  2  Criterios  de  inclusión  y  de  exclusión  del  donante
Criterios  de  exclusión  Criterios  de  inclusión
Incapacidad  legal  para  otorgar  el  consentimiento  informado  Firma  del  consentimiento  informado
Enfermedades  infecciosas  potencialmente  transmisibles  Edad  de  18  a  65  años
Trabajadores  sanitarios  IMC  entre  18  y  35  kg/m2
Contactos  o  conductas  de  riesgo  en  los  últimos  12  meses  Buen  estado  general  de  salud  (ECOG  0)
Tatuajes o  piercing  en  los  últimos  6  meses
Viaje en  el  último  año  a  países  con  enfermedades  diarreicas  endémicas  o
con alto  riesgo  de  diarrea  del  viajero  (según  OMS)
Uso de  antibióticos,  IBP  o  fármacos  inmunosupresores  en  los  últimos  3
meses
Consumidor  de  más  de  28  UBE  semanales
Consumo  de  drogas  ilícitas
Diarrea  aguda  o  crónica
Estreñimiento  (criterios  Roma  III)
Cirugía  mayor  en  el  aparato  digestivo,  excluyendo  apendicectomía
Proceso  oncológico  activo  o  historia  de  cáncer  en  los  últimos  10  años
Enfermedad  inflamatoria  intestinal
SII o  dispepsia  funcional  (criterios  Roma  III)
Hepatopatía  o  enfermedad  renal  crónicas
Enfermedades  autoinmunes  y  sistémicas
Síndrome  metabólico  (criterios  ATP  III)
Enfermedad  neuropsiquiátrica
Enfermedad  vascular  significativa
ATP: Adult Treatment Panel; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; IBP: inhibidores de la bomba de protones; IMC: índice de masa
corporal; OMS: Organización Mundial de la Salud; SII: síndrome del intestino irritable; UBE: unidades de bebida estándar.
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Tabla  3  Cuestionario  para  la  selección  de  donantes
Como  usted  sabe,  puede  que  sea  seleccionado  para  actuar  como  donante  en  un  trasplante  de  microbiota  fecal.  Es  de  vital
importancia que  conteste  con  veracidad  y  sinceridad  a  las  preguntas  que  se  le  van  a  formular  a  continuación
 SI  NO ¿Padece  o  ha  padecido  alguna  enfermedad  importante  (del  corazón,  pulmones,  riñones,  hígado,  neurológica,  del
tubo digestivo,  etc.)?  ¿Y  en  la  infancia?  ¿Ha  recibido  adecuadamente  todas  las  vacunas  del  calendario  vacunal?
 SI  NO  ¿Está  en  seguimiento  por  algún  médico  especialista  por  algún  problema  de  salud  o  ha  estado  ingresado  en  un
hospital alguna  vez?
 SI  NO  ¿Ha  sido  vacunado  recientemente  contra  la  poliomielitis  o  ha  recibido  recientemente  cualquier  otra  vacuna  que  se
administre por  vía  oral?
 SI  NO  ¿Ha  recibido  cualquier  otro  tipo  de  vacuna  recientemente?
 SI  NO  ¿Le  han  operado  de  algo  alguna  vez?
 SI  NO  ¿Es  alérgico  a  algún  medicamento  o  alimento?
 SI  NO  ¿Ha  tomado  en  los  últimos  3  meses  algún  antibiótico  u  otro  medicamento  para  tratar  infecciones?
 SI  NO  ¿Ha  tomado  en  los  últimos  3  meses  algún  medicamento  inmunosupresor  como  los  corticoesteroides?
 SI  NO  ¿Ha  tomado  en  los  últimos  3  meses  algún  medicamento  supresor  del  ácido  gástrico  («protector  de  estómago»)  como
el omeprazol?
 SI  NO  Por  favor,  indique  los  medicamentos  que  toma  de  forma  habitual  y  los  que  ha  tomado  de  forma  esporádica
recientemente
 SI  NO  ¿Ha  recibido  alguna  vez  alguna  transfusión  de  sangre  o  de  productos  derivados  de  la  sangre?
 SI  NO  ¿Ha  recibido  alguna  vez  algún  injerto  de  tejidos,  órganos  o  médula  ósea?
 SI  NO  ¿Ha  recibido  algún  injerto  de  piel  o  hueso?
 SI  NO ¿Ha  recibido  alguna  vez  un  injerto  de  duramadre  (meninge  que  cubre  el  cerebro)?
 SI  NO  ¿Ha  estado  en  contacto  con  la  sangre  de  otra  persona  o  se  ha  pinchado  con  algún  material  cortante  o  punzante  que
pudiera estar  contaminado  con  la  sangre  o  fluidos  de  otra  persona?
 SI  NO  ¿Ha  tenido  contacto  sexual  con  alguna  persona  con  VIH  o  sida?
 SI  NO ¿Ha  tenido  contacto  sexual  con  alguna  persona  que  reciba  dinero  o  drogas  como  pago  por  el  sexo?
 SI  NO Ha  tenido  contacto  sexual  con  alguien  que  tenga  hemofilia  o  haya  utilizado  concentrados  de  los  factores  de  la
coagulación?
 SI  NO ¿Ha  tenido  contacto  sexual  con  personas  con  hepatitis?
 SI  NO ¿Ha  tenido  múltiples  parejas  sexuales  durante  los  últimos  meses?
 SI  NO  ¿Ha  tenido  contacto  sexual  con  alguien  que  haya  recibido  tratamiento  para  la  sífilis  o  la  gonorrea?
 SI  NO  ¿Vive  con  una  persona  que  tenga  VIH/sida  o  hepatitis?
 SI  NO  ¿Alguna  vez  ha  practicado  sexo  por  dinero,  drogas  u  otros  objetos?
 SI  NO  ¿Consume  o  ha  consumido  alguna  droga  ilícita  por  vía  intravenosa,  inhalada,  esnifada  o  por  cualquier  otra  vía?
 SI  NO ¿Bebe  alcohol  de  forma  habitual?  ¿Fuma?  ¿Cuánto?
 SI  NO  Si  es  mujer,  ¿existen  posibilidades  de  que  esté  embarazada?
 SI  NO  ¿Se  ha  hecho  algún  tatuaje,  piercing,  acupuntura  o  cualquier  otro  procedimiento  donde  se  utilicen  agujas  en  la
piel? ¿Cuándo  y  dónde?
 SI  NO  ¿Ha  utilizado  agujas  para  inyectarse  drogas,  esteroides  o  cualquier  otra  sustancia  ilícita  o  no  prescrita  por  su
médico?
 SI  NO  ¿Ha  estado  fuera  de  España  en  los  3  últimos  años?  Comente  con  su  médico  los  viajes  y  las  actividades  que  realizó.
 SI  NO Entre  1980  y  1996  ¿Estuvo  durante  más  de  3  meses  en  el  Reino  Unido?
 SI  NO ¿Alguna  vez  ha  padecido  malaria,  enfermedad  de  Chagas  o  babesiosis?  (son  parásitos  que  afectan  a  la  sangre)
 SI  NO  ¿Alguno  de  sus  parientes  padece  la  enfermedad  de  Creutzfeldt-Jackob  (¿enfermedad  de  las  «vacas  locas»?
VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
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Tabla 4 Estudios realizados al donante
Estudios en sangre Estudios en heces
Hemograma Estudio de larvas y huevos de parásitos en heces (3 muestras)
Bioquímica: iones, función renal, perfil hepático, urea,
calcio, magnesio, fósforo, lípidos en plasma y TSH
Coprocultivo
Inmunoglobulinas séricas Antígeno de Giardia lamblia
Estudio de hemostasia GDH y toxinas A y B de CD
Serología viral: VIH, VHB, VHC, VHA, VHE, HTLV 1 y 2,
sífilis, CMVa y VEBa
Tinción de Kinyoun
Detección por PCR de ácidos nucleicos: VIH y VHB
CD: Clostridium difficile; CMV: citomegalovirus; GDH: glutamato deshidrogenasa; HTLV: virus linfotropo de células T humanas; PCR:
reacción en cadena de la polimerasa; TSH: hormona estimulante de la tiroides; VEB: virus de Epstein-Barr; VHA: virus de la hepatitis A;
VHB: virus de la hepatitis B; VHC: virus de la hepatitis C; VHE: virus de la hepatitis E; VIH: virus de la inmunodeficiencia humana.
a La seroincompatibilidad donante--receptor no fue un criterio de exclusión.
pruebas de significación ni estimación del tamaño muestral
por el diseño del estudio.
Aspectos éticos
Ante la falta de regulación nacional o europea para este
procedimiento, y una vez consultados el Comité de Ensayos
Clínicos y el Comité Ético Asistencial local, además de la
Organización Nacional de Trasplantes, se dio comienzo al
programa con una autorización específica de la dirección del
centro. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Ética
e Investigación Clínica (CEIC) del Hospital Ramón y Cajal.
Todos los donantes y receptores firmaron el consentimiento
informado para la realización del procedimiento.
Resultados
Se estudiaron un total de 16 donantes con una mediana de un
donante (rango: 0-2) por cada receptor; en 11 (84,6%) casos
el donante estaba emparentado. Se realizaron un total de 13
TMF a 12 pacientes con una mediana de edad de 84,6 años
(rango: 38,2-98,2), 11 (91,7%) de ellos mujeres (tabla 5).
Una paciente hinduista rechazó el TMF por motivos religio-
sos. Cuatro pacientes no pertenecían a nuestra institución
y fueron referidos a nuestro centro para el procedimiento.
La indicación en todos los casos fue la recurrencia múltiple
de la ICD. Ningún paciente recibía inmunosupresores. Todos
los pacientes habían recibido previamente fidaxomicina. La
mediana de episodios previos al TMF fue de 3 (rango: 2-6) con
una mediana de 68,5 días (rango: 24-306) entre el inicio del
primer episodio de ICD y el primer TMF. Veinticuatro horas
antes del TMF la mediana de deposiciones al día era de 3,5
(rango: 2-12), en 2 sujetos las heces eran sanguinolentas, 7
presentaban dolor abdominal y 2 náuseas. Todos los proce-
dimientos se realizaron mediante colonoscopia lográndose
intubar el ciego en 9 (69,2%), alcanzar el colon ascendente
proximal en 3 pacientes y en un caso únicamente se accedió
hasta el sigma. Se utilizaron 500 ml de solución fecal filtrada
en todos los casos; instilando 350 ml en ciego y colon dere-
cho, 100 ml en transverso y 50 ml en colon descendente en
12 TMF; en uno se inyectó toda la solución en sigma y recto.
En 5 TMF la sedación fue realizada por el endoscopista, en
7 por un anestesiólogo y un paciente no recibió sedación.
Once de los sujetos fueron preparados con 4 l de solución
evacuante de polietilenglicol, una paciente recibió solo 2 l
de polietilenglicol por su comorbilidad de base (insuficiencia
cardiaca crónica y cirrosis hepática). Como hallazgos inci-
dentales durante la endoscopia se objetivaron: divertículos
no complicados en 3 pacientes (25%), eritema y edema en 2
(16,6%), seudomembranas en uno, un adenoma de aspecto
velloso en ciego de 4 cm y un pólipo pediculado de 1 cm en
recto.
Se realizaron en régimen de hospitalización 12/13 (92,3%)
TMF con una mediana de hospitalización post-TMF de 2,5
días (rango: 0-8), ningún paciente precisó traslado a la
Unidad de Cuidados Intensivos. A las 48 h del TMF la sin-
tomatología de todos los sujetos había remitido con una
mediana de una deposición diaria (rango:0-2). La efectivi-
dad con una sesión de TMF fue del 91,7% (11/12; IC 95%:
64,6-98,5%). En la paciente no respondedora, en la que úni-
camente se alcanzó el sigma en la colonoscopia, se llevó a
cabo un segundo TMF con heces de la misma donante a los
17 días con desaparición de los síntomas. No se registraron
efectos adversos secundarios al procedimiento endoscópico
ni al TMF tras una mediana de seguimiento de 6,5 meses
(rango: 1-16 meses). Dos pacientes fallecieron durante el
seguimiento por causas no relacionadas con el TMF (adeno-
carcinoma gástrico terminal y edema agudo de pulmón). Una
paciente procedente de otra comunidad autónoma presentó
una diarrea leve tras la toma de antibióticos a los 3 meses
del TMF que fue tratada por sus médicos con vancomicina.
Durante el seguimiento posterior no ha vuelto a presentar
diarrea.
Discusión
Estudios recientes demuestran que la recurrencia de la
ICD se asocia a elevados costes, reingresos hospitalarios e
incluso mayor mortalidad8,9. Aunque fidaxomicina es supe-
rior a los tratamientos clásicos algunos pacientes presentan
recurrencias, especialmente cuando se emplea en pacientes
con recurrencias múltiples10. El TMF constituye una alterna-
tiva excelente en esta situación, sin embargo, actualmente
no existen datos publicados de su efectividad en nuestro
país.
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Tabla  5  Características  de  los  pacientes
Paciente  Comorbilidad  Tratamiento  previo  CD  Éxito  1.er TMF  Observaciones
85  ♀ Bronquiectasias
Antecedente  de  TEP
Neumonías  de  repetición
Hipercolesterolemia
MTZ,  VAN,  FDX  Sí  Primer  TMF  en  el  centro
81 ♀ HTA
ITU  de  repetición
MTZ,  VAN,  FDX  Sí
84 ♀ HTA
ADC  gástrico  T4N3
Marcapasos
Nutrición  parenteral
MTZ,  VAN,  FDX  Sí  Fallece  por  ADC  terminal
92 ♀ HTA
DM
MTZ,  VAN,  FDX Sí
84 ♀ DM,  ERC,  CI,  Prótesis  mitral  metálica,
ACV  2013,  hipotiroidismo,  anemia
VAN,  FDX  Sí  Seudomembranas  en
colonoscopia
89 ♀ HTA,  DM,  Cirrosis  CHILD  B,  ICC
Parkinson,  DABVD
LNH
VAN,  FDX  No  17  días  después  se
realiza  el  segundo  TMF
con éxito
Fallece  10  días  después
por  edema  agudo  de
pulmón
84 ♀ HTA,  DM,  ACV,  síndrome
mielodisplásico,  ACV  2015
MTZ,  VAN,  FDX,  VAN  Sí
75 ♀ HTA,  ERC,  SAHS,  antecedente  de  TEP  MTZ  +  VAN,  FDX  Sí
42 ♀ HTA,  DM,  CI
Psoriasis
Antecedente  de  tuberculosis
MTZ,  VAN,  RFX,  FDX  con
probióticos
Sí
38 ♀ ICC  secundaria  a  síndrome  congénito
con  múltiples  fístulas  arteriovenosas
MTZ,  VAN,  FDX  Sí
75 ♂ HTA,  EPOC,  ADC  estadio  iv,
alcoholismo
Antecedente  de  ADC  de  próstata  y
pulmón
MTZ  +  VAN,  FDX Sí
98 ♀ ERC,  demencia,  ITU  de  repetición  MTZ,  VAN,  FDX,  VAN,  FDX  Sí  Adenoma  velloso  en
ciego  de  4  cm  que  no  se
extirpó  por  situación
basal  de  la  paciente
ACV: accidente cerebrovascular; ADC: adenocarcinoma; CD: Clostridium difficile; CI: cardiopatía isquémica; DABVD: dependiente para
las actividades básicas de la vida diaria; DM: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crónica; ERC: enfermedad renal
crónica; FDX: fidaxomicina; HTA: hipertensión arterial; ICC: insuficiencia cardiaca congestiva; ITU: infecciones del tracto urinario; LNH:
linfoma no hodgkiniano; MTZ: metronidazol; RFX: rifaximina; SAHS: síndrome de apneas-hipoapneas del sueño;, TEP: tromboembolismo
pulmonar; TMF: trasplante de microbiota fecal; VAN: vancomicina.
El  primer  eslabón  del  TMF  es  el  donante  de  microbiota;
aún  existe  mucha  controversia  sobre  cuál  es  el  cribado
más  eficiente  y  qué  grado  de  parentesco  debe  guardar  con
el  receptor.  En  nuestro  protocolo  los  criterios  de  inclu-
sión  y  exclusión  se  basan  principalmente  en  la  revisión  de
Bakken  et  al.  (tablas  2  y  3);  si  bien  son  bastante  restric-
tivos,  consideramos  que  esta  actitud  se  justifica  por  el
riesgo  de  transmisión  de  patógenos  y  la  disponibilidad  ili-
mitada  de  donantes7.  En  nuestro  estudio,  11  de  13  TMF
se  realizaron  con  donantes  emparentados.  Estos  tienen  la
ventaja  de  una  mayor  accesibilidad  y  de  compartir  fac-
tores  de  riesgo  ambientales,  lo  cual  podría  minimizar  el
riesgo  de  transmisión  de  infecciones7.  No  obstante,  un
metaanálisis  que  incluyó  a  273  pacientes  no  observó  diferen-
cias  estadísticamente  significativas  en  la  tasa  de  resolución
clínica  entre  donantes  anónimos  y  relacionados  con  el
receptor11.
En  todos  nuestros  pacientes  se  utilizaron  heces  frescas
por  ser  el  método  de  elección  cuando  se  diseñó el  protocolo,
pero  se  ha  demostrado  que  se  pueden  almacenar  congela-
das  a  −80 ◦C  hasta  6  meses  sin  pérdida  de  viabilidad12.  De
hecho,  recientemente  Lee  et  al.  han  publicado  un  ensayo
clínico  con  219  pacientes  en  el  que  encontraron  que  el  ren-
dimiento  del  material  fecal  congelado  es  no  inferior  al  de
muestras  frescas13. Las  heces  congeladas  permiten  reducir
el  coste  dado  que  se  puede  realizar  más  de  un  trasplante
con  el  mismo  donante.  Además,  facilita  el  TMF  en  pacientes
sin  familia  o sin  donantes  accesibles  o  adecuados.  Respecto
al  volumen  de  heces,  se  administraron  500  ml  de  solución
de  microbiota  en  todos  los  pacientes.  Esta  decisión  se  basó
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en  la  revisión  sistemática  de  Gough  et  al.  donde  la  tasa
de  resolución  de  ICD  se  asoció  de  forma  directamente  pro-
porcional  al  volumen  infundido  (97%  con  >  500  ml  frente  al
80%  si  <  200  ml)14.  Además,  esta  revisión  encontró  que  la
recurrencia  fue  4  veces  más  frecuente  cuando  el  peso  de
las  heces  era  <  50  g;  motivo  por  el  cual  en  nuestro  protocolo
se  utilizaron  100  g14.
Los  enemas  fueron  inicialmente  empleados  hasta  que  en
1991  se  incorporó  la  vía  duodenal  y  posteriormente  en  el
año  2000  la  colonoscopia,  que  se  ha  convertido  en  la  más
utilizada  en  la  actualidad6,15,16.  A  pesar  de  que  a  día  de
hoy  la  ruta  óptima  no  está  claramente  establecida  dado
que  no  se  dispone  de  estudios  comparativos  específica-
mente  diseñados  para  este  fin,  la  colonoscopia  nos  parece
la  mejor  opción  por  haber  mostrado  un  mayor  éxito  tera-
péutico  frente  a  la  vía  alta  en  varias  revisiones  sistemáticas
(89-92%  versus  76-82%),  así  como  por  una  teórica  mejor
aceptación  por  parte  del  paciente11,14.  Asimismo,  la  colo-
noscopia  permite  instilar  la  solución  en  todo  el  colon  e
incluso  en  íleon  terminal,  a  diferencia  de  los  enemas  que
únicamente  alcanzan  el  ángulo  esplénico  por  lo  que  hipotéti-
camente  podrían  ser  menos  eficaces.  La  colonoscopia  ofrece
además  la  posibilidad  de  visualizar  la  mucosa  colónica  y  de
esta  forma  valorar  la  gravedad  de  la  enfermedad,  obtener
muestras  histológicas  y  valorar  la  presencia  de  enfermedad
concomitante.  En  nuestra  serie,  la  mucosa  presentaba  un
aspecto  normal  en  todos  los  pacientes  excepto  en  3  (23%)
en  los  que  se  evidenciaron  hallazgos  relacionados  con  la  ICD;
además  se  detectaron  2  lesiones  preneoplásicas,  hallazgos
similares  a  lo  descrito  en  series  previas17,18.
Es  importante  resaltar  que  cuando  se  opta  por  la  colo-
noscopia  se  deben  extremar  las  precauciones  durante  el
procedimiento  utilizando  mínima  insuflación  y  no  forzando
el  paso  por  ángulos  difíciles,  lo  que  explica  la  baja  tasa  de
intubación  cecal  en  nuestra  serie.  En  cuanto  a  la  necesidad
de  preparación  previa  a  la  colonoscopia,  el  uso  de  soluciones
evacuantes  parece  reducir  la  densidad  de  bacterias  de  CD  e
incluso  de  sus  esporas,  por  lo  que  los  expertos  recomiendan
su  uso  el  día  previo  a  la  realización  del  TMF  independiente-
mente  de  la  vía  de  administración  empleada19.
Los  receptores  del  TMF  para  la  ICD  suelen  ser  pacientes
frágiles,  de  edad  avanzada  y  con  múltiples  comorbilidades,
características  que  reunían  la  mayoría  de  los  pacientes  tra-
tados  en  nuestro  centro  (tabla  5)16,20.  No  se  realizó  ningún
TMF  en  pacientes  que  recibieran  inmunosupresores  por  ser
un  criterio  de  exclusión  en  el  protocolo  inicial.  No  obstante,
es  probable  que  deba  modificarse  este  criterio  ya  que  diver-
sos  grupos  de  trabajo  han  comunicado  resultados  favorables
sin  un  incremento  del  riesgo  de  eventos  infecciosos21,22.
Con  relación  a  la  definición  de  recurrencia  y  curación  de
la  infección,  existe  una  gran  heterogeneidad  en  los  distin-
tos  estudios,  lo  que  explica  parte  de  la  variabilidad  en  las
tasas  de  éxito  publicadas.  La  mayoría  de  los  trabajos  basan
la  definición  de  curación  en  criterios  exclusivamente  clí-
nicos  (desaparición  de  la  diarrea)  con  intervalos  que  van
desde  una  semana  hasta  6  meses16.  En  el  presente  estu-
dio  hemos  definido  curación  como  la  ausencia  de  diarrea
en  las  primeras  8  semanas  post-TMF,  en  consonancia  con  las
recomendaciones  del  Colegio  Americano  de  Gastroentero-
logía  (ACG)  y  la  Sociedad  Europea  de  Microbiología  Clínica
y  Enfermedades  Infecciosas  (ESCMID)2,6.  El  éxito  clínico  con
un  procedimiento  fue  del  91,7%  (IC  95%:  64,6-98,5%),  siendo
necesario  un  segundo  TMF  en  un  caso  por  recurrencia  de
la  infección  tras  el  primer  TMF.  Estos  resultados  positivos
son  concordantes  con  los  obtenidos  en  ensayos  clínicos  y
estudios  no  controlados16,18,23.
Actualmente,  no  existe  suficiente  evidencia  para  deter-
minar  el  número  o  la  frecuencia  de  infusiones  necesarias.  En
la  revisión  sistemática  de  2016  de  Chapman  et  al.  el  número
de  TMF  por  paciente  osciló  entre  1  y 10,  siendo  la  causa  más
frecuente  de  repetición  del  procedimiento  la  recurrencia
de  la  infección16.  En  otra  revisión  sistemática  con  801  casos
de  TMF  con  diversas  indicaciones,  el  83,3%  de  los  pacientes
recibieron  una  única  instilación15.
En  nuestro  estudio  solo  un  procedimiento  se  realizó
ambulatoriamente  por  la  fragilidad  de  los  sujetos  tratados.
En  un  futuro,  si  las  indicaciones  de  TMF  se  amplían  o  si  se
prioriza  su  uso  en  la  escala  terapéutica  de  la  ICD,  es  espe-
rable  que  una  parte  importante  de  los  procedimientos  se
puedan  realizar  de  forma  ambulatoria.
En  términos  generales,  los  efectos  adversos  del  TMF
son  escasos,  leves  y  transitorios.  El  sesgo  de  publicación,
el  carácter  retrospectivo  de  muchas  de  las  series  y  la
escasez  de  datos  a  largo  plazo  obligan  a  interpretar  con
cautela  la  información  disponible.  A  pesar  del  estricto
cribado  de  los  donantes,  existe  el  riesgo  potencial  de  tras-
misión  de  patógenos;  de  hecho,  se  han  notificado  2  casos
de  gastroenteritis  aguda  por  Norovirus  post-TMF24.  En  los
primeros  días  los  efectos  adversos  más  habituales  son  el
dolor  abdominal,  náuseas,  vómitos,  sensación  de  hinchazón,
diarrea  y  flatulencia.  Otros  efectos  secundarios  descritos
son  el  estreñimiento,  vómitos,  prurito,  parestesias,  clínica
catarral,  cefalea,  aparición  de  ampollas  en  la  lengua  y  fie-
bre  pasajera25.  En  nuestra  serie  no  se  han  registrado  efectos
adversos  a  corto  ni  medio  plazo,  aunque  es  posible  que  sín-
tomas  menores  (náuseas,  malestar  abdominal,  etc.)  hayan
pasado  desapercibidos  por  su  carácter  retrospectivo.  Dos
pacientes  fallecieron  durante  el  seguimiento,  una  por  un
adenocarcinoma  gástrico  terminal  y  otra  por  un  cuadro  de
edema  agudo  de  pulmón  10  días  después  del  segundo  TMF.
Aunque  se  podría  hipotetizar  sobre  una  posible  asociación
entre  la  preparación  de  la  colonoscopia  y  este  último  falleci-
miento,  consideramos  que  esta  opción  es  muy  poco  probable
ya  que  la  paciente  fue  dada  de  alta  5  días  después  de
la  colonoscopia  encontrándose  estable  desde  el  punto  de
vista  cardiorrespiratorio,  se  utilizó  una  preparación  de  bajo
volumen  y  en  sus  antecedentes  figuraban  múltiples  ingresos
por  descompensaciones  de  su  insuficiencia  cardiaca  crónica
(tabla  5).  Hasta  el  momento,  con  más  de  1.000  casos  publi-
cados  en  la  literatura,  no  existe  ningún  fallecimiento  con
una  relación  causal  directa  con  el  TMF.
Desde  el  punto  de  vista  económico,  merece  la  pena  resal-
tar  que  la  puesta  en  marcha  del  TMF  en  el  centro  no  supuso
a  priori  un  aumento  del  gasto  para  el  sistema,  utilizándose
recursos  humanos  y  materiales  ya  disponibles  para  la  activi-
dad  asistencial  habitual  y  que  se  encuentran  al  alcance  de
cualquier  hospital  de  tercer  nivel.  De  hecho,  existen  varios
estudios  que  avalan  su  eficiencia26,27.
Las  principales  limitaciones  de  este  trabajo  son  su
pequeño  tamaño muestral,  la  heterogeneidad  de  los  suje-
tos  incluidos  y  la  recogida  retrospectiva  de  la  información.
Aun  así,  consideramos  que  es  válido  como  prueba  de
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concepto de la aplicabilidad y efectividad del TMF en nues-
tro entorno.
Los principales retos futuros del TMF son la estandariza-
ción y simplificación de sus pasos, verificar si es posible aislar
las subpoblaciones de microbiota que realmente tienen
poder terapéutico, mejorar el conocimiento de sus efectos
a largo plazo, conocer su efectividad en casos refractarios
de ICD y definir su verdadera utilidad en otras enfer-
medades. Actualmente están en marcha ensayos clínicos
en enfermedad inflamatoria intestinal, encefalopatía hepá-
tica, colangitis esclerosante primaria, pancreatitis aguda,
síndrome del intestino irritable, estreñimiento, esteatohe-
patitis no alcohólica, síndrome metabólico, erradicación de
bacterias multirresistentes en portadores rectales, VIH y
epilepsia28,29.
Conclusiones
Los resultados obtenidos en nuestro centro proporcionan una
prueba más de la efectividad y seguridad del TMF por colo-
noscopia en la ICD recurrente. Se trata de un procedimiento
sencillo, avalado por la evidencia científica y cuya realiza-
ción es factible en nuestro medio mediante un trabajo que
requiere de un equipo interdisciplinar. Su uso, más allá del
valor como herramienta de investigación que pueda tener,
responde a una necesidad asistencial actual y creciente.
En consecuencia, consideramos que debería promoverse su
implementación en otros centros de tercer nivel para facili-
tar su accesibilidad, permitir la centralización de las tareas y
favorecer la conformación regional de bancos de microbiota
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We report the fecal carriage eradication of a VIM-1-producing ST9 Klebsiella oxytoca strain in a pluripathological
84-year-old woman after fecal microbiota transplantation to control relapsing R027 hypervirulent Clostridium
difficile infections. The donor was her son, in which the absence of fecal carbapenemase-producing bacteria
was corroborated.
© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.
Fecal microbiota transplantation (FMT) has demonstrated to be a
secure and effective procedure to control Clostridium difficile infection
(CDI) (Kassam et al., 2013) with scarce secondary effects (Lee
et al., 2014). FMT represents an ecological alternative to restore the
normal gut microbiota in dysbiosis, being the eradication of intestinal
multidrug-resistant bacteria a promising complementary target of
this practice.
To date, the eradication of vancomycin-resistant Enterococcus
faecalis and Enterococcus faecium (Stripling et al., 2015), methicillin-
resistant Staphylococcus aureus (Wei et al., 2015), and OXA-48-
producing Klebsiella pneumoniae (Lagier et al., 2015) after FMT
has been communicated. In this study, we report the fecal carriage
eradication of a VIM-1-producing Klebsiella oxytoca ST9 isolate in a
pluripathological patient with relapsed CDI caused by a hypervirulent
R027 strain.
We describe the case of an 84-year-old woman with several comor-
bidities that was admitted in our hospital in October 1st 2015, due to an
acute pneumonia that was treated during 10 days with oral
moxifloxacin (400 mg/24 h). In October 22nd, she was diagnosed of
C. difficile diarrhea and also suffered an episode of acute renal failure.
The laboratory diagnosis of CDI was made in stool samples by detection
of glutamate dehydrogenase (GDH) and toxin A/B with enzyme immu-
noassays [C. Diff Quik Chek (Techlab®)]. Themolecular characterization
of the isolate was made using a capillary gel electrophoresis-based
PCR ribotyping (Indra et al., 2008) and a multiplex PCR (Persson et al.,
2014). The isolate corresponded to the hypervirulent ribotype 027, pro-
duced A, B, and binary toxins and exhibited an 18 bp deletion of in the
tcdC gene. The initial treatment included metronidazole for 4 days
(500 mg orally every 8 hours for 2 days followed by 500 mg i.v. every
8 hours for another 2 days) followed by oral vancomycin for 15 days
(500 mg/6 h). At the beginning of November 2015, she has a second
CDI episode that wasmolecularly confirmed as a relapse. Shewas treat-
ed with fidaxomicin (200 mg/12 h) with a good clinical response, and
she was discharged from the Hospital on November 27th.
As part of our routine and prospective epidemiological surveillance
of multidrug resistant strains in fecal carriers, a rectal swabwas obtain-
ed during the second patient's admittance. The swab was seeded in
ChromID-ESBL and ChromID CARB agar plates (BioMérieux, France),
and colonies were identified by MALDI-TOF (Bruker Daltonics,
Germany). Isolates were identified as K. oxytoca and the presence of a
metallo-carbapenemase was confirmed by a positive modified Hodge
test and the KPC/MBL and OXA-48 Confirm Kit (ROSCO Diagnostica A/
S, Taastrup, Denmark). The presence of a VIM-1 genewas demonstrated
by PCR and sequencing (Poirel et al., 2011). Antimicrobial susceptibility
testing was performed with the MicroScan system (Beckman, West
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Sacramento, CA). The K. oxytoca isolate was resistant to amikacin,
tobramycin, ciprofloxacin, and trimethoprim-sulfamethoxazole re-
maining susceptible to aztreonam, gentamicin, colistin, and tigecycline
(EUCAST criteria). The strain was further characterized using MLST
and assigned to the sequence type ST9.
OnDecember 18th, the patientwas readmitted due to a third CDI ep-
isode that was initially controlled with vancomycin and the VIM-1-
producingK. oxytoca fecal carriagewas again confirmed. The FMTproto-
col was activated, being finally performed on December 22nd. Patient's
son of 45 years old, with a healthy gastrointestinal status, was the FMT
donor. A total of 100 g of feces were suspended in 500 ml of distilled
water, centrifuged 5 min at 900 rpm, and filtered to eliminate the
fiber and other solid residues. The supernatant was introduced by colo-
noscopy along the complete extension of the large bowel. The patient
was discharged from the hospital on December 30th with food toler-
ance, no abdominal pain and, surprisingly, without carbapenemase-
producing bacteria in the rectal swab control. Afterwards, the patient
reported a marked constipation and a first fecal follow-up sample
was collected on February 4th (6 weeks after FMT), and a second
one was done after 6 months. In both samples, the absence of a
carbapenemase-producing isolate was directly corroborated by the
GeneXpert® Carba-R system (Cepheid, CA) also using ChromID CARB
agar culture as a second confirmatory test. In addition, specific
carbapenemase-PCRs were consistently negative using total DNA ob-
tained from the feces. Six weeks after the FMT, C. difficile colonies
were evidenced on the Brucella agar plates, corresponding to the same
toxigenic 027 ribotype and tcdC-deleted isolate, but C. difficile was not
present in the 6-month sample.
Intestinal carriage of multidrug-resistant Enterobacteriaceae, partic-
ularly carbapenemase-producing isolates, has been increasingly report-
ed in both community and hospital setting in our country (Palacios-
Baena et al., 2016). In the last two years, a prospective surveillance
study to identify patients with fecal carriage of carbapenemase-
producing isolates was implemented in our hospital. Patients colonized
by these organisms are isolated in separate rooms, and epidemiological
measures are taken to limit thewidespread of these bacteria. Antimicro-
bial agents for gut decontamination were frequently used in the past,
but it has been now limited to avoid the selection of multidrug-
resistant organisms (Buelow et al., 2014; Kronman et al., 2014). Some
ecological strategies have also been proposed to eradicate the gut colo-
nizationwith thesemultidrug resistant organisms, including the admin-
istration of probiotics and FMT, whose efficacy has been recently
demonstrated in a mice model (Caballero et al., 2015). Documented
cases of FMT success in eliminating ESBL- or carbapenemase- producing
organisms from the gut remain scarce (Crum-Cianflone et al., 2015;
Singh et al., 2014). Our study corroborates this possibility and
strengthens the putative utility of extending this intervention to eradi-
cate gut carriage of multidrug-resistance, as previously proposed
(Stripling et al., 2015;Wei et al., 2015). It is remarkable that FMT repre-
sents an eco-evo (‘ecological-evolutionary’ biology) technique that
could strongly minimize the colonization by antibiotic-resistant organ-
isms and could also preclude the interactions among bacterial commu-
nities sharing and mobilizing resistance genes and genetic platforms
(Baquero et al., 2011). Our report has the limitation that it comprises
only a single case. It is evident that more work and controlled studies
need to be performed to prove the role of FMT in the eradication of
multidrug-resistant microorganisms.
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